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緒 言
1 9 81 年 以 降 ､ 日 本 人 の 死 亡 原 因 の 第 一 位 は ､ 悪 性 腫 癌 で あ る ｡ 悪
性 腫 痛 が 原 因 で 死 亡 す る 人 は ､ 全 死 亡 者 の 約 3 0 %に も な る ｡ 一 昔 前 ま で こ の
悪 性 腫 蕩 は ､ ｢不 治 の 病+ と言 わ れ て き た が ､ 近 年 の 早 期診 断 法 の 確 立 お よ び
治 療 法 の 改 良か ら 治 癒 率 の 向 上 が 見 ら れ て き て い る ｡ そ の 代表 的治 療 法 は ､ 外
科 療 法 ( 手 術〕､ 放 射 線 療 法 ､ 化 学 療 法 で あ り ､ そ れ ぞ れ め ざ ま し い 進 歩 を 遂
げ て い る ｡ 特 に 化 学 療 法 に お い て は 多く の 抗 癌 剤 の 発 見 に よ り 非 上 皮 性 腫 蕩
( 肉腫､ リ ン パ 腫 ､ 白 血 病 等) の 一 部 に お い て は ､ 完 全 治 癒 が 見 ら れ る ま で に
な っ て き て お り ､ こ れ ら の 腫 療 は 必 ず し も ｢不治 の 病+ で 披 な く な っ て き て い
る ｡ 一 方 ､ 悪 性 腫 蕩 の 中 で も 多 く の 患 者 が 患 っ て い る 上 皮 性 腫 療 ( 癌 腫〕に お
い て は ､ 今 で も 外 科 療 法 に 凍 る と こ ろ が 大 き い ｡ し か し ､ 外 科 療 法 が 行 え る の
は ､ 原 発 腫 療 の 一 部 と い わ れ て お り ､ 手 術 不 可 能 な 部 位 の 原 発 腫 疹 お よ び 散 在
し て し ま っ た転 移 巣 に 対 し て は ､ 治 療 不 能 で あ り 化 学療 法 に 依 存 す る部 分 が 多
い
｡ し か し ､ 化 学療 法 に お い て も こ れ ら の 癌 腫 に 対 し て 満 足 の い く 治 療 効 果 が
得 ら れ て い な い の が 現 状 で あ る ｡
近 年 ､ 発 癌 お よ び 腫 蕩 増 殖 の メ カ ニ ズ ム の 解 明 に 関 す る 研 究 が 急 速 に
進 歩 し て き て い る ｡ こ の よ う な 進 歩 に 伴 い ､ 今 ま で の 抗 癌 剤 と は異 な っ た メ カ
ニ ズ ム で 腫 療 の 増 殖 を抑 制 す る 抗 癌剤 が 切 望 さ れ て い る ｡ 血 管 新 生 阻 害 剤 の 探
索 は ､ そ の よ う な 要 望 に 応 え る た め に 登 場 し て き た テ ー マ と も 言 え る(卜4)｡
1 9 7 0 年 代 に F o l km a nに よ っ て ｢固形 癌 の 増 殖 に は ､ 血 管 新 生
が 必 要 で あ り ､ こ れ を 阻 害 す る こ と は ､ 固 形 癌 の 治療 に つ な が ろ+ と い う 仮 説
が 提 唱 さ れ た(5,6)｡ 固形 痛 は ､ 1 - 2 m m
B の 大 き さ に 至 る ま で は 一 時 的 に 増
殖 す る が ､ 更 に 自 律 増 殖 を 続 汁 る た め に は 固形 癌 の 組 織 内部 に 血 管 網 を新 生 し ､
こ れ を 介 し て 生 体 よ り 増 殖 に 不 可 欠 な 栄 養 源 お よ び 酸 素 の 供給 を受 叶 る と と も
に 代 謝 老 廃 物 の 処 理 を 行 う 必 要 が あ る ｡ ま た ､ 新 生 血 管 は ､ 癌 の 遠 隔臓 器 へ の
転 移 の 際 に も利 用 さ れ て い る(7,8)｡ し た が っ て ､ 血 管新 生を 受 け た 固形 癌 披 ､
爆 発 的 な 増 殖 を始 め る が ､ 血 管 新 生 無 し に は ､ 数 m m 以 上 に 増 殖 で きな い と 言
わ れ て い る (8)｡
血 管 新 生 と は ､ 既存 の 血 管 か ら 新 し い 血 管 が 形成 さ れ る と い う ダイ ナ
ミ ッ ク な 生体 組 織 の カ ス ケ ー ド反 応 で あ る ｡ す な わ ち ､ ①分 化 し た 休 止 期 状 態
に あ る 血 管 内皮 細 胞 の 活 性 化 , ② 蛋 白質 分 解 酵 素 活 性 を 発現し た血 管 内 皮細 胞
に よ る基 底 膜 な ど 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス の 破 壊 , ③ 血 管 内 皮 細胞 の 遁 走 , ④ 血 管
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内皮紳胞 の 増殖 , ⑤ 分 化 に よ る 血 管 内 皮 細胞 の 管 腔 化 , な ど の 素 反 応 の 連 続 で
血 管 新 生 は 行 わ れ る と 考 え ら れ て い る (図 1) ｡ い ず れ の 素 反 応 を 阻 害 し て も
血 管 新 生 は 阻 害 さ れ る と 考 え ら れ ､ 多 く の 研 究 者 が 様 々 な ア プ ロ ー チ で 研 究 を
重 ね て き て い る(1-3)｡
1 9 8 0年 代 以 降 ､ F o l km a n自 身 も 幾 つ か の 血 管 新 生 阻 害剤 に よ
る 固形 癌 の 増 殖 阻 害 の 報 告 を し て い る o そ の 中 で I n g b e r等 の 報 告 に あ る
A G M- 1 470 は､ 抗 癌 剤 と し て の 開発 が 最 も 進 ん で い る 血 管新 生 阻 害 剤 の 一
つ で あ り ､ 現 在 ､ 米 国 で 臨床 試 験 中 で あ る(9)o こ の 物 質 は ､ カ ビ の 一 種 の 産 生
す る フ マ ギ リ ン と い う 物質 の 合 成 誘 導 体 で あ る ｡ そ の 作 用 メ カ ニ ズ ム の 詳 細 は ､
不 明 で あ る が ､ 血 管 内 皮細 胞 の 増 殖 を 強 く 阻害 す る の に 対 し て ､ 癌 細 胞 の 増 殖
は 阻 害 し な い と い う 特 異 性 を 持 っ て い る ｡ 動物 実 験 に て 各種 固 形 癌 の 増 殖 を 阻
害 す る 事 が 報 告 さ れ て い る(9)｡ こ の よ う に ､ 作 用 メ カ ニ ズ ム に よ る 探 索 で は な
く ､ 血 管 内 皮細 胞 の 増 殖 を 特 異 的 に 阻害 す る と い う 性 質 を 重視 し て 血 管 新 生 阻
害 剤 を 探 索 す る の も ー つ の 手段 で は あ る が ､ 著者 等 は ､ こ の 素 反 応 の 中 で 血 管
新 生 の き っ か け と な る ｢ 血管新 生 因 子+ の 働 き に 注 目 し て 研 究 を 重 ね て き た ｡
固 形 癌 は ､ 自 ら の 増 殖 の た め に申管新生 を 誘 導 す る 因 子 - ｢ 血管 新 生
因 子+ を 分 泌 し ､ 周 囲 に 血 管 新 生 を 促 し て い る と 考 え ら れ て い る(10-1 4)0 1 9
8 0年 代 後 半 か ら の 分 子 生 物 学 の 進 歩 は ､ 多く の 増 殖 因 子 の 同定 ･ 遺 伝 子 単 離
･ 大 量 生 産 に 関 し て 多 大 な る 貢 献 を し て き た ｡ そ の 結 果 ､ ｢血 管 新 生 因子+ と
呼 ば れ る 一 群 の 増 殖 因子 も 発 見 さ れ 研 究 さ れ て き た ( 表1) o し か し ､ こ れ ら
の 因子 の 申 で ､ 固 形 癌 の 増 殖 に お け る 血 管 新 生 と の 因果 関係 に つ い て 明確 な 結
論 が 出 て い る 尚 子 は な い ｡ そ の 理 由 と し て ､ 次 の よ う な 点 が 挙 げ ら れ る o
① 作 用 が 血 管 内 皮細 胞 の み に 対 し て で は なく 他 の 種類 の 細 胞 の 増 殖 に
も 影響 す る ( 多機 能な 因子) ｡
② 1
'
n v 1
'
i r o に て 血 管 内 皮細 胞 の 増 殖 を 刺 激 し な い ( 直 接作 用
が な い ｡ 他 の 因 子 を介 し て い る 可 能 性) ｡
③ 翻 訳産 物 に シ グ ナ ル ペ プ チ ドが な い ( 分 泌 蛋 白 質で な く 固 形 痛 が 能
動 的 に 分 泌 し て い る と は 考 え が た い〕 ｡
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E C: 血 管 内 皮細 胞
B M: 基 底膜
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血 管 内 虚 増 殖 因 子 (va s c ula r e ndothelial gr o wth･fa cto r;V E G F) は ､
こ れ ら の 点 を 全 て 解 決 す る 性 質 を 持 っ て お り 固 形 癌 の 増 殖 に お 汁 る 血 管新 生 因
千 (tum o rangioge nic fa cto r: T A P) の 最 有 力 候 補 と し て 注 目 さ れ て い る o
v EG F は ､ ウ シ 股 下 重 体 の 液 胞 細 胞 の 培 養 上 清 に 存 在 す る ヘ パ リ ン
に 対 し て 結 合 す る 性 質 を 持 ち ､ ホ モ ダ イ マ - 構 造 を と っ た新 規 な 血 管 内皮 細 胞
増 殖 因子 と し て 発 見 さ れ た(26-29)｡ e D N Aの 塩 基 配 列 の 解 析 に よ り V E G F
は ､ ほ ぼ 同 時期 に モ ル モ ッ ト の 肝 臓 癌 (1 in el O) 依 存 性の 腹水 を 誘 導 す る
因 子 と し て 見 い 出 さ れ て き た 血 管 透 過 性 因 子 (v a sc ula rpe r m e ability fa cto r;
V P F) と 同 一 物 質 で あ る こ と が 明 ら か と な っ た(30
-33)｡ ま た ､ マ ウ ス の 脳 下
垂 体 細 胞 株 (A t T- 2 0〕 の 培 養 上 清 よ り単 離 さ れ た 血管新生因子 の v a s c ulotropin
も向 一 物 質 で あ る こ と が 知 ら れ て い る(34,35). 発 見 の 経緯 か ら ､ V EG F に 娃 ､
血 管 内皮 細 胞 に 直接 作 用 し て 増 殖 を 促 進 す る 活性 〔V EGF活 性) と､ そ の 透 過
性 を高 め る 活性 (V P F活 性) が あ る こ と が 知 ら れ て い る ｡ ま た ､ そ の 作 用 が
血 管 内 皮 細 胞 に 対 し て 極 め て 特 異 的 で あ る で あ る こ と も 特 徴 で あろ ｡ e D N A
の 解 析 か ら は ､ 更 に ､ V EG F が シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 有 する 蛋 白 質 と し て 翻訳
さ れ ､ 古 典 的経 路 に よ り 細 胞 外 に 分 泌 さ れ る こ と が わ か っ た ば か り で な く ､ 血
小 板 由来 増 殖 因子 (platelet- de riv edgr o 官th fa cto r; PD GF) の B 鏡 の ア ミ ノ 酸
配 列 と 1 8 %の 相 同 性 が あ る こ と が わ か っ て い る(27,31)｡ 特 に P DG F の 8 偶
の シ ス テ イ ン 残 基 は 全 て V E G F に も 保 存 さ れ て い る ｡ 更 に ､ V E G F は ､ 胎
盤 由来 増 殖 因子 (pla c e nta gr o wtb fa cto r;P IGF) と は ア ミ ノ 酸 配 列 上 で 5 3 %
と い う高 い 相 同性 を 示 す ことが 知 ら れ て い る(36). P IG F も V E G F 同 様 に
血 管 内 皮 細 胞 の 増 殖 を 刺 激 す る 活 性 を 持 っ て い る ｡ ま た ､ パ ラ ボ ッ ク ス ウ イ ル
ス の 一 種 で あ る o r f ウ イ ル ス が V EG F に 非 常 に 良く 似 た 蛋 白質 (N Z 2お
よ び N Z7) を コ ー ド し て い る こ と が 発 見 さ れ て い る(37). こ の 因 子 に つ い て
披 ､ 蛋 白 質 レ ベ ル で の 活 性 の 報 告 披 な い が ､ こ の ウ イ ル ス に 感 染 す る と 感 染 性
膿 癌 性 皮 膚 炎 を お こ し ､ 皮 下 の 血 管 の 増 殖 お よ び 拡 張 が 観察 さ れ る 点で V EG
F と 似 た 活 性 が あ る と 思 わ れ る ｡ V E G F は､ こ れ ら 因 子 と と も に に P D G F
フ ァ ミ リ ー に 属 す る 増 殖 因子 で あ る ｡
一 方 ､ 2 種 類 の レ セ プ タ ー タ イ プ の チ ロ シ ン キ ナ
- ゼ (F l ト 1お よ
び F l k- 1/E DR) が ､ V E G Fの 高 親 和 性 レ セ プ タ ー と し て 同 定 さ れ て お り
血管内皮細胞に は､ こ れ ら レ セ プ タ ー を 発 現 し て い る こ と が 知 ら れ て い る(38
- 42)0
v EG F は ､ 血 管 内 皮 細 胞 表 面 の こ れ ら 高 親 和性 レ セ ブ タ ⊥ と 結 合 す る こ と で
増 殖 刺 激 シ グ ナ ル を 細 胞 内 へ 伝 達 す る も の と 考 え ら れ て い る ｡ こ れ ら V E G F
レ セ プ タ ー は ､ 細 胞 外 領 域 に 7 個 の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン (r g) 様ド メ イ ン を 有
し て お り ､ 同 様 に I g 様 ド メ イ ン を 有 す る P DG F レ セ プ タ ー フ ァ ミ リ ー
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(P DGF R- α , P D G F R - β, k i t, f m s, F l k- 2 : 5 個 の I g 様 ドメ イ ン) ､
F G Fレ セ プ タ ー フ ァ ミ リ ー (FGF R- 1, FG F R- 2 , FGF R- 3 , FGF R- 4 :
2 - 3 偶 の I g 様 ド メ イ ン) と と も に ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー を 形 成 し て い る . こ
れ ら` レ セ プ タ ー は , も と も と 同 一 遺 伝子 で あ っ て ､ 進 化 の 過 程 に お い て 機 能 の
多様 化 ･ 細 分 化 が な さ れ た も の と 思 わ れ る ( 図2) 0
著 者 等 は , V E G Fの T A Fと し て の 機 能 を 明 ら か に す る こ と を 目 的
と し て 研 究 を 行 っ て き た ｡ そ の 結 果 ､ 各 種癌 細胞 の 培 養 上 清 の み な ら ず 清 患 者
血 清 中 に V EG F を 検 出 し ､ 固 形 癌 が V E G Fを 分 泌 し て い る こ と を 明 ら か に
し た ｡ ま た ､ ヒ ト V EG F に 対 す る 中 和 抗 体 を作 成 す る と と も に ､ そ の 薬 理 活
性 に つ い て の 研 究を行 っ た 結 果 ､ 抗 ヒ ト V EG F 中 和 抗体 に 固形 癌 の 増 殖 を 強
く 抑 制 す る 活 性 が 有 る こ と を 見 い 出 し た ｡
以 上 の 研 究 に よ り ､ こ の 抗 体 自 身 が ｢血 管 新 生 阻害 剤+ と い う今 ま で
の 抗 癌 剤 と 披 異 な っ た メ カ ニ ズ ム で 固形癌 の 増 殖 を 抑 制 で き る ､ 今 ､ 釆 め ら れ
て い る 抗 癌 剤 の ひ と つ に な り う る 可 能 性 を 示 唆 す る こ と が で き た ｡
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第 Ⅰ 章 Ⅴ琵G野過剰産生癌細胞株の 作製
V E G F は､ 血 管 新 生 因 子 の 一 種 で あ り ､ 血 管 内 皮細 胞 の 増 殖 を促 進
す る 活 性 〔V E G F 活 性) を 持 つ と と も に ､ 血 管 の 透 過 性 を充 遺 さ せ て 癌 性 腹
永 を誘 導 す る 活 性 (V P F活 性) も 持 っ て い る ｡ V EG F の 遺 伝 子 披 8 個 の エ
ク ソ ン と 7 個 の イ ン ト ロ ン か ら な っ て お り ､ m R N Aの alte r n ativ e splicingに
よ り 4 種 類 の ア イ ソ フ ォ ー ム が翻 訳 さ れ る こ と が 知 ら れ て い る ( 図3〕 (4 3-4 5)o
こ れ ら は ､ シ グ ナ ル ペ プ チ ド が 切 断 さ れ た 後 の ア ミ ノ 酸 残 基 数 が 1 2 1､
1 6 5､ 1 8 9･お よ び 2 0 6個 の V E G F 12 1 , V E GP 1 85 , V E G F1 8 9お よ
び V EG F 2 08 で あ る o V EG F 1 8 6以 上 の 大 き さ の 分 子 に -は ､ ヘ パ リ ン 結 合 性
の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド し た 領 域 が 含 ま れ て お り ､ 細 胞 外 に 分 泌 さ れ た 後 ､ 細
胞 表 面 の ヘ パ リ ン あ る い は へ パ ラ ン 硫 酸 プ ロ テ オ グ リ カ ン 糖 鏡 に 結 合 す る 性 質
を 持 っ て い る . V E G F 1 8 8お よ び V E G F 2 0 8は ､ 更 に 塩基 性 に 富 む ア ミ ノ 髄
配 列 を 含 む 領 域 が あ り ､ そ の 結合が強固にな っ て い る ｡ し た が っ て ､ V E G F1 2 1
披 ､ そ の ま ま 分 泌 さ れ る が ､ V EG F 1 8 eと V EG F 2 0 8は ､ 分 泌 さ れ た後 に 細
胞 外 マ ト リ ッ ク ス に 結 合 し て 存 在 し て い る ｡ ま た ､ V EG F 1 8 6は ､ そ の 中 間 の
性 質 を 持 っ て い る(44) o 何れ の 長 さ の ヒ ト V E G F に も V E G-F 活 性 お よ び
V P F 活 性 な ど の V E G F と し て の 生 物 学 的 活 性 が あ る 事 が 知 ら れ て い
る(44,46,47)｡ 著者 等 は ､ 分 子 レ ベ ル で の 解 析 が 容 易 で あ る こ と か ら ､ 最 も 小
さ い ア イ ソ フ ォ ー ム で あ る V E G F 1 2 1を凄 び ､ V E G F の で A F と し て の 役 割
に つ い て 解 析 す る こ と に し た ｡
解 析 に 先 立 ち ､ 活 性 の あ る ヒ ト V EG F 1 2, 1 の 必 要 性 が 生 じ た o そ こ で
ヒ ト V E G F l 皇1の 生 産 源 と し 七過 剰 産 生 癌 細胞 株 を 作製 す る こ と と し た . ま た ､
同 時 に 家 兎 を 免 疫 し て 抗 ヒ ト V E G F1 2 1ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗体 も 作 製 し て 実 験 に
用 い た ( 図4) 0
ー 11 -
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- 1 材 料 お よ び 実 験 プぎ 法
エ) 細 胞と 動物
ヒ ト 腰帯 由来 血 管 内 皮 細 胞 (huma n u nbilic al v ein end.tbeiiai cell:
H U V E C〕 は ､ ク ラ ボ ウ よ り 購 入 し ､ 増 殖 培地 * を 用 い て ､ 3 7 ℃, 5 % C O2 ,
飽 和 水 蒸 気 の 環 境 に て 培 養 し た ｡ I C R マ ウ ス (4 適 合 , 令) お よ び ニ ュ ー ジ ー
ラ ン ド ホ ワ イ ト 種 家 兎 (1 5過 令 , 令) は ､ S L Cよ り 購 入 し たo
*増 殖 培 地 : 2% F BS ･ l 〟 g/ m l ハ イ ドロ コ ル チ ゾン , l on g/m l E GF ,
10LL g/ m l EC G S および1 0LLg/ m l ヘ パ リ ン 含有M C D B- 1
31培地
2) 組み 換 え ヒ ト V E G F1 2 1過 剰 産 生 H e L a 細 胞 の 作 袈
ヒ ト V E G F 1 21 の c D NA は ､ ヒ ト 前 骨 髄 芽 球 性 白 血 病 株 H L- 6 0
よ り単 離 し た ｡ c D N Aは ､ サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス の 転 写 プ ロ モ ー タ ー お よ び
ネ オ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 を 持 つ 発 現 ベ ク タ ー , p R c / C M V (イ ン ヴ イ ト ロ
ジ ェ ン 社) に 組 み 込 ん で ヒ ト 子 宮 頚 部癌 細 胞 株 H e L a を 形 質 転 換 し た ｡ G 4
1 8 耐 性 を 指標 に 限界 希 釈 法 で ク ロ ー ニ ン グ を 行 い ヒ ト V EG F l 宝 1を 最 も 生 産
す る 株 を H e L a/ v 5 と命名した ｡ ま た ､ コ ン ト ロ ー ル と し て ヒ ト V E G F 1 21
遺 伝 子 を 組 み 込 ん で い な い ベ ク タ ー の み で 形 質 転 換 し た H e L a 細 胞 抹 を
H
.
e L a / c と 命 名 し た .
3) Z n v l
'
i r o細 胞 増 殖 活 性 測 定
H U VE C の 増 殖 促 進 活 性 は ､ M y o 汰 e n 等 の 方法 に 準 じ た(48)0
H U V EC (1 0 4個〕 は ､ ア ッ セ イ 培 地 * に て 希 釈 し て ､ コ ラ ー ゲ ン コ ー ト 1
2 穴 プ レ ー ト に ま き ､ 各 種 濃 度 に 調 製 し た サ ン プ ル を 添 加 し て 5 日 間培 養 し た ｡
H U V EC の 増 殖 は M T T(3-(4,5- dim ethylthia z o卜2- yl)-2,5-diphe nyltetr a z o riu m
br omi d9i シ グ マ 社) を 用 い て 比 色 定 量 し た(49)｡
*ア ッ セ イ 培 地 : 1 0% F BS
.,
10〟 g/m l ウシイ ン ス リ ン , 5 〟 g/m l ヒト
トラ ン ス フ ェ リ ン , 1 0JI M 2- メ ル カ プ ト エ タノ ー ル , 1 0JLM
2 - ア ミ ノ エ タノ ー ル
, 1 0n M 亜セ レ ン酸ケトリウム含有
5 0 %D - M EM - 5 0 %R P M ト16 40培地
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磨4) Z n v l' y o 血 管 新 生 ア ッ セ イ
Z n v l
'
v oの 血 管 新 生 試 験 は ､ メ ン ブ ラ ン チ ャ ン バ ー 法 に て 行 っ
た(50)o 1 × 1 0 7個 の 培 養 細胞 (H e L a / c ま た は H e L a / v 5) は ､ P
B S に て 希 釈 し て メ ン ブ ラ ン チ ャ ン バ ー * に 封 入 し た o メ ン ブ ラ ン チ ャ ン バ ー は ､
ネ ン ブ タ - ル (ダ イ ナ ポ ッ ト 社) に て 麻 酔 さ れ た
一
I C R マ ウ ス の 背 部 皮 膚 を 切
開 し て ､ そ の 皮 下 に 埋 め 込 ん だ o 切 開部 は 連 続縫 合 機 ( 夏 目 製 作 所)に て 閉 じ
た ｡ 7 日 後 ､ マ ウ ス を 屠 殺 し て メ ン ブ ラ ン チ ャ ン バ ー に 接 し た 部 分 の 皮 膚 を 切
り 取 り ､ そ こ に 形 成 さ れ た 新 生 血 管 を 実 体 顕 微鏡 に て 観 察 し た ｡ コ ン ト ロ ー ル
と し て 披 ､ P B S あ み を 封 入 し た メ ン ブ ラ ン チ ャ ン バ ー を 埋 め 込 ん だ .
*メ ン ブラ ンチ ャ ン バ ー : プラス チ ッ クリ ン グ (ミ リポ ア 社;#P RO OO 14 01) の
両面にセ ル ロ ー ス エ ス テ ル メ ン ブラ ン ( 直径1 4m m , ポ ア サ
イズ0 . 45 〟 m , ミリポ ア社;#H AW PO 1400) を 張
り 付 け て 作製 し た ｡
5) ヒ ト V EG F1 2 1- G S T 融合 蛋 白 質 の 作 袈 お よ び 家兎 の 免 疫
ヒ ト V EG F 1 9 1の シ グ ナ ル ペ プ チ ド領 域 を 除 い た c D N Aを グ ル タ チ
オ ン S - トラ ン ス ウ エ ラ ー ゼ (G ST) 遺 伝子 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー p G E X - 2 T
(フ ァ ル マ シ ア 社) に 挿 入 し て ､ ヒ ト V EG F 1 21 - G S T 融 合 蛋 白 質 の 発 現 ベ
ク タ ー を 作 製 し た ｡ こ の 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 大腸 菌 H B I O l株 を 塩 化 カ ル
シ ウ ム 法 を 用 い て 形 質 転 換 し た ｡ 目 的 遺 伝 子 の 導 入 が 確 認 さ れ た大 腸 菌 株 は ､
L 培 地 に て 培 養 後 ､ 1 5m M の I P TG に て 目 的 蛋 白 質 の 発 現 を 誘 導 し た と こ
ろ ヒ ト V E G F 1 2 1 - G ST は ､ 大 腸 菌 内 で イ ン ク ル ー ジ ョ ン ボ デ ィ ー を 形 成 し
た . そ の 後 ､ ヒ ト V E G F 1 2 11 G ST は ､ グ ル タ チ オ ン セ フ ァ ロ ー ス 4 B カ ラ
ム (フ ァ ル マ シ ア 社) に て 精 製 し た ｡ 家 兎 は ､ 以 下 の ス ケ ジ ュ ー ル ･ 条 件 に て
3 回 免 疫 し た ｡
① : ヒ トVE G F121 - GST (2 00 p g) ＋ フ ロ イ ン ト完全 ア ジ エ バ ン ト (D a y O)
② : ヒ トV EGF1 2 1- G ST (10 0LL g〕 ＋ フ ロ イ ン ト不完全ア ジ エ バ ン ト (D a y 1 4)
③ : ヒ トV E GF12 1 - G ST (1 0 0JL g) ＋ フ ロ イ ン ト不完全 ア ジ エ バ ン ト (D a y 2 0)
抗 ヒ ト V E G F1 2 1ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ､ 硫 安沈 殿 後 ､ 陽 イ オ ン 交 換 カ
ラ ム に て 精 製 し た ｡
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盛夏
- 王≧ 結 果
卜 2 - ① H e L a / v 5 細 胞 培 養 上 清 の 血 管 内 皮細 胞 に 対 す る 増 殖 促 進
活 性 お よ び 抗 ヒ ト V E G F1 21ポ .) クロ ー ナ ル 抗俸 に よ る 抑 朝
ヒ ト前 骨 髄 性 白 血 病 細 胞 株 , H IJ - 6 0 より ヒ トV EGFl 急1 の c D N A
を単 離 し た ｡ こ の c D N Aを 用 い て ヒ ト 子 宮 額面癌細胞珠 , H e L a を 形 質 転
換 し て H e L a / v 5 株 を 作 製 し た ｡ ま た ､ ベ ク タ ー の み で 形 質転 換 し た 株 ,
H e L a / c も 作 製 し た o H e L a 細 胞 は ､ ヒ ト V EG F l 急 1あ る い は ベ ク タ ー
の み で 形 質 転 換 し て も 1
'
n v l
'
t T O の 細 胞増 殖 速 度 に 変 化 は な か っ た (チ
ー タ 省 略) . 一 方 , ヒ ト V EG F 1 2 1と G S T の 融 合 蛋 白質 (V EG Fl 会1 - G ST)
を 大 腸 菌 で 産 生 さ せ ､ 家 兎 を 免 疫 し て 抗 ヒ ト V E G F 1 2 1ポ 7) クロ ー ナ ル 抗 体 を
作 製 し た ｡
H e L a 形 質 転 換 株 に お け る 目 的遺 伝 子 の 発 現 は ､ ノ ー ザ ン ブ ロ ツ テ
ィ ン グ に て 解 析 し た ｡ H e L a 親 株 , ベ ク タ ー 形 質 転 換 抹 (H e L a / e) 港
よ び ヒ ト V EG F1 2 1形 質 転 換株 (H e L a / v 5〕 よ り m R N A を調 製 し て ア
ガ ロ - ス 電 気 泳 動 後 ､ ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に 転 写 し た ｡ ヒ ト V E G F1 2 1の c D
N A を プ ロ ー ブ と し て ハ イ プ リ ダ イ ゼ - シ ョ ン を行 っ た と こ ろ H e L a / v 5
の み に 目 的 遺 伝 子 の 転 写産 物 に 相 当 す る 約 0
.
･ 7 k bの 強 い バ ン ド が 検 出 さ れ
た ( 図5) ｡ ま た ､ い ず れ の レ ー ン に て も 約 3 . 7 k b付近 に 弱 い バ ン ド が 検
出 さ れ た ｡ こ れ は H e L a 細 胞 が 元 来 発 現 して い る V EG F の m R N Aと 考 え
ら れ た .
次 に ､ 目 的 遺 伝 子 産 物 が 産 生 さ れ て い る か を 蛋 白 質 レ ベ ル で 解 析 す る
た め に ウ エ ス タ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ を 行 っ た ｡ 各細胞 抹 の 培 養上 清 を ア セ ト ン 沈
澱 し て 濃 縮 し 1 2 % SD S - P A G E にて 非還 元 状 態 で 展 開 し た ｡ ナ イ ロ ン 膜 に
転写 後 ､ 抗 ヒ ト V E G F1 21 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で ヒ ト V EG F l 会1の 検 出 を 行
つ た と こ ろ H e L a / v 5 細 胞 由 来 の 培 養 上 清 を 泳 動 し た レ ー ン に の み 約 4 5
k dの ヒ ト V EG F 1 2 1に 相 当 す る バ ン ドが 検 出 さ れ た (図 6) ｡ こ の こ と よ り
H e L a / v 5 細 胞 は ､ ヒ ト V E G F 1 2 1を 大 量 に 産 生 し､､ 分 泌 し て い る こ と が
明 ら か と な っ た ｡
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図5 形質転換H eIJ a 細胞におけるヒトV E G F- m R NAの発現
各細胞より調製し たm R N Aをヒ トV E G Fl之1 の c D N Aをプ ロ ー ブに し て
ノ ー ザ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ を行 っ た ｡
レ ー ン 1 :H e L a細胞 ( 親株)
レ ー ン 2 : H e L a/ c 細胞 (ベ クタ ー 形質転換株)
レ ー ン3 : H e L a/v 5細胞 (ヒ トV E G Fl 会1形質転換株)■
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瑠 題 意
(鵜D)
46 - 卑
3 0-
21 1中也屯払
図8 形質転換H e L a細胞の 培養上清からの VE GFの検出
各細胞の 培養上清を SDS - P AGE により展 開し ､ ナ イ ロ ン厳に 転写 後 ､
抗 ヒ トV EG F1 21ポリ タ ロ - ナル抗体で ウ エ ス タ ン ブロ ツ テ ィ ン グを行 っ た o
レ ー ン 1 : H e L a 細胞 ( 親株)
レ ー ン 2 : H e L a / c細胞 (ベ クタ ー 形質転換株)
レ ー ン 3 : H eIJ a /v 5細胞 (ヒトV E GF1 2 1形質転換株)
矢印は､ ヒ トV EGF1 2 1に相当する蛋白質の 分子量を示 す｡
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H e IJ a / v 5 細 胞 が 分 泌 し て い る ヒ ト V E G F 1 2 1が V E G F と して
の 活 性 を 持 っ て い る か に つ い て 検 討 す る た め に , H U V E Cの 培 養 系 に
H e L a / v 5 細 胞 の 培 養 上 清 を 添 加 し た ｡ そ の 結 果 ､ H e L a / v 5 細 胞 の
培 養 上 清 の 用 量 に 依 存 し て , H U V E Cは 増 殖 が 促 進 さ れ た ( 図7) . 一 方 ､
H e L a 細 胞 あ る い は H e L a / c 細胞 の 培 養 上 清 で は ､ 調 べ た 濃 度 範 囲 で は ,
H U VE C の 増 殖 促 進 す る よ う な 活 性 は ､ 放 と ん ど 観 察 さ れ な か っ た ･o わ ず か
な が ら最 高 濃 度 (2 4 3JJ l 添 加) に て 増 殖 を 促
▲
進 し た の 披 ､ 先 の ノ ー ザ ン ブ
ロ ツ テ ィ ン グ の 結 果 も併 せ て 考 え る と ､ H e L a 細 胞 が 元 来 発 現 し て い る ヒ ト
V E GF ま た は 他 の 血 管 新 生 因 子 に よ る も の と 思 わ れ た ｡ し か し ､ そ の 活 性 は ､
H e IJ a / v 5 細 胞 が 産 生 す る V EG F の 活性 と 比 べ る と 僅 か で あ っ た o
ま た ､ こ こ で 観 察 さ れ た H U V EC の 増 殖 促 進 活 性 は ､ 抗 ヒ ト
V EG F 1 21ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 培 養 上 清 を 前 処 理 す る こ と で ､ 抗 体 の 用 量 依
存 的 に 阻 害 さ れ た ( 図8) 0
以 上 の 結 果 よ り ､ H e IJ a / v 5 細 胞 の 産 生 す る ヒ ト V E G F 1 2 1は ,
H U V EC の 増 殖 を 促 進 す る 活 性 (V EG F 活性) を有 し て い る こ と が 明 ら か
と な っ た と と も に ､ 抗 V E G F1 2 1ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 中 和 活 性 が あ る こ と も
明 ら か と な っ た ｡
Ⅰ - 2 - ② H e IJ a / v 5 細 胞 に よ る 1
'
n v l
'
v o血 管 新 生 誘 導 活 性
H e i, a / v 5 細 胞 が 分 泌 し て い る ヒ トV E GF1 2 1が ､ 1
'
n v l
'
v o
で も 血 管 新 生 活 性 を 示 す か を 調 べ る 目 的 で メ ン ブ ラ ン チ ャ ン バ ー 法 に て 解 析 し
た
｡
メ ン ブ ラ ン チ ャ ン バ ー に H e IJ a / v 5 細 胞 あ る い は H e L a / c 細 胞 を
封 入 し て マ ウ ス の 背 部 皮 下 に 埋 め 込 ん だ ｡ 移 植 7 日 後 ､ H e L a / v 5 細 胞 を
封 入 し た メ ン ブ ラ ン チ ャ ン バ ー の 接 し た部 位 に 対 し て 周 囲 の 血 管 か ら 血 管 新 生
の 誘 導 が 観 察 さ れ た ( 図9) ｡ 一 方 ､ H e L a / c 細 胞 を 封 入 し た メ ン ブ ラ ン
チ ャ ン バ ー と 接 し た 部 位 の 血 管 新 生 は ､ た と え あ っ た と し て も か な り 弱 く
P B S の み を 封 入 し た メ ン ブ ラ ン チ ャ ン バ ー と 差 披 な か っ た ｡ こ の こ と か ら ､
H e L a / v 5 の 産 生 す る ヒ ト V E G F 1 21は ､ 1
'
n v l
'
v o に て も 血 管新 生
因子 と し て 働 く こ と が 明 ら か と な っ た ｡
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図7 形質転換H e L a 細胞培養上清の H U V E Cに対する増殖促進活性
各細胞の培養上清を ア ッ セイ培地に添加して HUV EC を培養した｡
増殖促進活性は ､ M T T法に て判定した｡
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図8 He L a /v 5細胞培養上清の HU V E C増殖促進活性に対す る
抗 ヒトVE O Fl虫1ポ T) クロ ー ナ ル 抗倖に よる阻害
8 0JL l の H e L a/v 5細胞培養上清を様々 な濃度の抗ヒ トV EG F1 2 1ポリク ロ ー ナル
抗体または正常ウサギI g G と前処理 して H U VECの培養系に添加した｡ 判定は ､ M T T
法にて 行 っ た.
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図9 He L a./ v 5細胞依存性の血管新生 (1
'
n v l
'
γ 0)
1 × 1 0丁個の培養細胞 (H eIJ a /v 5 (左) ま たはH e L a/ c ( 中央) )臥 P B S
にて希釈して メ ン ブ ラ ン チ ャ ンバ ー に封入した｡ メ ン ブラ ン チ ャ ンバ ー 娃､ IC Rマ ウス の
背部の 皮下 に埋め込んだ｡ 7 日後､ メ ン ブラ ン チ ャ ンバ ー に接 した部分の皮膚を切り取り ､
そこに形成され た新生血管を実体顕微鑓に て観察した｡ コ ン ト ロ ー ル として は､ P BS の み
を封入した メ ン ブ ラ ンチ ャ ンバ ー を埋め込んだ ( 右)｡
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- 3 考 察
著 者 等 臥 V E G F に 関 す る 研 究 を 行 う に あ た り ､ 分 子 レ ベ ル で の 解
析 が 容 易 で あ る こ と か ら ､ 最 も 小 さ い ア イ ソ フ ォ ー ム で あ る V EG F 1 2 1を 材 料
と し て 用 い る こ と と し た ｡ ヒ ト Ⅴ
･
E G F 1 2 1 は ､ 市 販 さ れ て い る 試薬 が な か っ た
た め に 自 ら c D N Aを 単 離 し て 調 製 し た o c D NA の ラ イ ブ ラ リ ー に 旺 ､
L e u n g 等 が ヒ ト V E G F l e6 の c D N Aを 単 離
･
に 成 功 し た ヒ ト前 骨 髄 芽 球性
白血 病 株 , H L- 6 0 を 用い た(27)o 得 ら れ た c D N A臥 ヒ ト V EG F 1 2 1蛋
白質 の 調 製 を す る た め に 癌 細 胞 株 を 形 質 転 換 し て ヒ ト V E G F 1 21過 剰 産 生株 を
作 製 す る こ と と し た o 一 般 的 に 蛋 白質 の 過 剰 産 生 を 行 う 際 臥 C H O 細 胞 等 を
用 い る の で あ る が ､ 著者 等 臥 V E G F 蛋 白 質 の 産 生 の み な ら ず 固形 癌 の 増 殖
に お け る V E GF の 役 割 の 解 明 も 目 的 q, ひ と つ で あ っ た こ と か ら癌 細 胞 株 を 用
い る こ と と し た ( 第Ⅱ 章参 照) o 癌 細 胞 株 の 選 択 は ､ m R N Aレ ベ ル の 解 析 か
ら V E G F の 産 生 量 の 少 な い と 思 わ れ た ヒ ト 子 宮 頚 部 癌 細 胞株 , H e IJ a を 選 ん
だ ( デ ー タ 省 略) o ヒ ト V E G F 1 2 1形 質 転 換 H e L a 細 胞株 (H e IJ a / v 5)
臥 m R N Aレ ベ ル ( 図5) の み な ら ず 蛋 白 質 レ ベ ル ( 図6) で ヒトV E GF1 21
を 過 剰 産 生 し て い る こ と が 明 ら か と な っ た ｡ ま た ､ こ こ で 産 生 さ れ た ヒ ト
V E G F1 21 が ､ V E G F 活 性 を 有 し て い る か を 調 べ る 目 的 で H e IJ a / v 5 細
胞 の 培 養 上 清 を H U V EC の 培 養 系 に 添 加 し
‾
た｡ そ の 結 果 ､ 培 養 上 清 の 用 量 に
依存 し た H UV EC の 増 殖 促 進 が 観 察 さ れ た ( 図7) ｡ ま た ､ こ の 増 殖 促 進 活
性 臥 ヒ トV EG F121 と G ST を 遺 伝 子 レ ベ ル で 連 結 し て 得 た ヒ ト V E G F 1 2 1
- G ST 融 合 蛋 白 質 を 抗 原 と し て 得 た 抗 ヒ ト V E G F1 2 1ポ .) ク ロ ー ナ ル 抗 体 に
よ り 用 量 依 存 的 に 阻 害 さ れ た ( 図8〕 o こ の こ と は ､ H e L a / v 5 細 胞 が 産
生 し て い る 血 管 新 生 因 子 が V EG F 1 2 1で あ る こ と の 証 明 で あ る と と も に ､ 抗 ヒ
ト V E d F 1 2 1ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 中 和 活 性 が あ る こ と を 示 し て い る ｡
H e･ L a / v 5 細 胞 の 培 養 上 清 か ら の ヒ ト V E G F 1 2 1蛋 白 質 の 精製も試 み た が ､
産生畳 が 数 1 0n g / m l と 低 か っ た た め 断 念 し た ｡ 後 に ､ ヒ ト V EG F l 会 1を
酵母 で 大 量 に 産 生 さ せ る こ と に 成功 し ､ 第 Ⅳ 章 以 降 の 抗 ヒ ト V E G F1 21 モ ノ ク
ロ - ナ ル 抗 体 に 関 す る 実 験 で 臥 そ れ を 使 用 し た ( 第Ⅳ 章 参 照), (51)｡
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第 Ⅰ 章 固 形 癌細胞培養上 清 お よ び 担痛
マ ウ ス ｡ 痛 患者 血 中 V EG Fの 検 出
固形癌 自身 が V E G F を 分 泌 し て い る こ と を 明 ら か に す る こ と は ､ V
E G F が T A F の - つ で あ る こ と の 必 要 条 件 と な る と 考 え た ｡ そ こ で 前 章 で 記
し た抗 ヒ ト V EG F 1 2 1 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て V E G F を 簡 便 に 検 出 す る
サ ン ド イ ッ チ E L IS Aの 系 を 構 築 し ､ 各種固形癌由来の サ ン プ ル 中 の V EG F
の 検 出 を 行 っ た ｡
Ⅱ - 1 実 験 方 法
1) 酵 素 標 識 抗 体 の 作 袈
抗 ヒ ト V E G F 1 2 1ポ リ ク ロ ー ナ
.
ル 抗 体 ( 第Ⅰ章 参照) 臥 0 . 1 M 酢
酸 緩衝 液 (p H4 ･ 3) に て 透 析 し た 後 ､ ペ プ シ ン を 用 い て 消 化 し て F(a b ･)2
断片 を 作 製 し た o F(a b ･)2断 片 は ､ 2 - メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル ア ミ ン で 還 元 し
て F a b ' 断片 に し た後 ､ マ レ イ ミ ド法 で t y p e Ⅵ - P O D (シ グ マ 社) と結
合 さ せ た (F a b
'
- P OD) o
2) サ ン ドイ ッ チ E L I S A
① プ レ ー ト 調 製 : 杭 ヒ ト V EG F l 包 lポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は , 0 . 1 M
塩 化 ナ ト リ ウ ム 含 有 2 5m M 炭 酸 緩 衝 液 (p H 9 ･ 5) に て 2 JL g / m l 溶 液
を作 穀 し ､ イ ム ロ ン 2 - マ イ ク ロ タ イ タ - ス ト リ ッ プ (ダイ ナ テ ッ ク 社) の 各
w e l l に 10 0〟 1 ず つ 分 注 し 固 相 化 し た . 各 w e l l披 ､ 2 0 0〟 1 の ブ
ロ ッ キ ン グ 溶 液
l) に て ブ ロ ッ キ ン グ し た .
② ア ッ セ イ 法 : 被検サン プル 臥 サ ン プル希釈液
b) に て 希 釈 し 1 0 0JL 1
ず つ w e l l に 添 加 し て 室 温 (2 3 ℃) に て 2 時間 反 応 さ せ た ｡ 各 w el lは ､
洗浄液 c ) に て 6 回 洗浄 後 ､ 1 0 0JL l の 抗 ヒ ト V E G F 1 21ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗体
の F a b ' - P O D 標 識 蛋 白 質 溶 液 を 添 加 し て 更 に 1 時 間 室 温 で 反 応 さ せ た ｡ 各
w e l l は ､ 洗 浄 液 で 9 回 洗 浄 後 , 1 0 0〟 1 の 基 質 液 d ) を 添 加 し て 室 温 で
3 0 分 反 応 さ せ て 発 色 さ せ た ｡ 酵 素 反 応 は ､ 1 00 /L l の 畠M 硫 酸 を 添 加 し て
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停 止 し 4 9 0n m の 吸 光度 を マ イ ク ロ･プ レ ー ト リ ー ダ ー (モ レ キ ュ ラ ー デ ヴ ア
イ ス 社) に て 測 定 し た ○ 本 実験 を 行 っ た 時 点 で 純 粋 に 精 製 さ れ た ヒ ト V E G F
が無 か っ た た め H e L a / v 5 細 胞 培養 上 清 を ヒ ト V E G F 源 と し て 使 用 し た ｡
H e L
●
a / v 5培 養 上 清 は ､ H U V EC に 対 す る 増 殖 促進 活 性 の 用 量 依 存 性 か
ら 5 0 %刺 激 す る 量 を 1 ユ ニ ッ ト (1 U) と し た ｡ F e r r a r a等 の 報 告 し て
い る ヒ ト V E G F の血 管 内 皮 細 胞 に 対 す る 増 殖 促 進 活 性 の 用 量 一 反 応 性･曲 線 よ り
1 U の ヒ ト V E G F は約 2 5 0p gに 相 当 す る(26
`
)｡
a) ブ ロ ッ キ ン グ液 : 1 % BSA , 0 . 1 %ア ジ化ナ トリ ウム , 0 . 1 M塩化ナ トリ ウム
含有2 0 0m M炭酸緩衝液 (p H9 . 6)
b) サ ン プ ル希釈液 : 0 ･ 05% T w e en - 2 0, 0 . 25 %BS A, 0 . 1% ア ジ化
ナ ト リウム含有P BS
c) 洗浄液 : 0 . 1% B SA含有P BS
d) 基質液 : 8 ･ 3 m g/m l o - フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン塩酸塩､ 0 . 0 1 %過酸化水 素
含有0 . 2 Mク エ ン 酸緩衝液 (p H 5. 2)
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Ⅱ - 2 結 集
Ⅰ - 2 - ① V E GF 検 出 サ ン ドイ ッ チ E IJ I S A系 の 反 応 特 異 性
抗 ヒ ト V E GF 1 2 1ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 構築 し た サ ン ド イ ッ チ
E L, I S A系 に お け る ヒ ト V E G F 1 2 1 の 標 準 曲 線 を 図 1 0に 示 す b ヒ ト
VEG F1 2 1の ソ ー ス と し て H e L a / v 5細 胞培 養 上 清 を 用 い た た め V EG F 蛋
白漣 度 臥 H U VE C の 増 殖 に 対 す る 促 進 活 性 よ り 求 め ､ O m U (O JL g) か
ら 1 U(2 5 0p g) ま で 調 べ た c そ の 結 果 ､ O m U での [ 平 均値＋ 2 × S D]
を検 出 限 界 と す る と ､ こ の 系 で の V EG F の 検 出 限界 披 1 m U ( 約0 . 25 p g)
とな っ た ｡ ま た ､ こ め 標 準 曲線 の 回 帰 式 は ､ 以 下 の よ う に な っ た ｡
(Y〕 ニ ー 1 . 77 × 10
‾ 8 (Ⅹ) 2＋ o . o o5 (Ⅹ〕 ＋ 0 . 0 0 62
( 相関 係 数 - 1 . 0 0 0〕
実 験 内 の 各 ポ イ ン ト で の C V 値 は ､ 6 . 3 % 以 下で あ り ､ 感 度 お よ び
精 度 と も に 優 れ た検 出 系 で あ る o ま た ､ こ の 検 出 系 に お け る V E G F に対 す る
特 異性 は 高 く ､ ア ミ ノ 酸 配 列 上 で 相 同性 が あ る P DG F I A 鎖 ホ モ ダ イ マ - お よ
び P D G F - B 鏡 ホ モ ダ イ マ - と は ､ 1 0 0n g / m l でも 全 く 交叉 し な か っ た
う え ､ V EG F 以 外 の 血 管新 生 因 子 で あ る a F G F や b FG Fお よ び E G Fと
も 1 0 0n g / m l で全く 交 叉 し な か っ た (デ ー タ 省 略) o こ の こ と か ら ､ こ
の 検 出 系 は ､ V E G F に対 す る 特 異 性 に 関 し て も 優 れ た 系 で あ っ た ｡
l[- 2 - ② 各種 ヒ ト 癌 細 胞 培 養 上 清 中 の V E G Fの 検 出
V E G F に対 す る 簡 便 且 つ 高 感 度 な 検 出 系 の 構 築 が で き た こ と か ら ､
ま ず ､ 各 種 癌 細 胞 が V E G F を 産 生 し て い る か を 調 べ た ｡ 9 種 類 の 各種 ヒ ト 癌
細胞抹 お よ び 正 常 細 胞 株 の 代 表 と し て = UV EC を選 び ､ 各細 胞 培 養 上 清 申 の
V E G F の 検 出 を先 の サ ン ドイ ッ チ E L IS A にて 行 っ たo そ の 結 果 ､ 培 地
(1 0 % F BS 含 有 D - M EM) お よ び = U V EC の 培 養 上 清 申 に V E G F は 検
出 さ れ な か っ た ( 表2) ○ 一 方 ､ ヒ ト 癌 細 胞 培 養 上 清 中 に は ､ 量 的 な 差 こ そ あ
れ全 て に V E G F が 検 出 さ れ た ○ 表 Ⅱ - 1 で調 べ た 9 種 類 以 外 に 1 3 種 類 の ヒ ト
癌細 胞 株 の 培 養 上 清 中 の V EG F の検 出 を 行 っ た と こ ろ 全 て に V E G F が 検 出
さ れ た (デ ー タ 省 略) ｡ こ の 結 果 ､ 全 て の 固 形 痛 が V E G F を 分 泌 し て い る 可
能性 が 示 唆 さ れ た ｡
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V EG F EL茸SA ST A N D AR
1 0
≡
∈
O
の
寸
a
0
1
.1
.0 1
(o) 0
0 1 1 0 1 0 0 1 0 0 0
V EGF(mU)
図1 0 V E GF サ ン ドイ ッ チE L I SAの標準曲線
O m U から1 0 0 0m U のVE G Fを含む H e L a /v 5細胞培養上清を検体として サ ン
ドイ ッ チE L IS Aを行 っ た｡ 各ポイ ン トは､ n - 6で行 っ た平均値を示す｡ 各ポイ ン トの
SD億は､ O m Uから1 0 0 0m Uまで それぞれ ､ 0 . 0 0 3, 0 . 0 0 3, 0 . 0 0 3,
0 . 0 0 4, 0 . 0 0 6, 0 . 0 07 , 0 . 0 0 9, 0 . 0 1 9, 0 . 0 2 0, 0 . 04 1,
0 . 04 0 , および0 . 0 94 であ っ た｡
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表2 各種 ヒ ト癌細胞培養上清からの V E G Fの検出
C ell l in e s VE G F s e e r et io n
Pr e- c o ndit io n ed (10%FBS - D ME M)
EUVEC;･e ndotbel ial c el l
HeLa; c e r vix c a r cin o n a
ⅥeLa/v5; r e c o mb in a nt
A549 ;lu ng ca r cin o m a
PC14; lu ng c a r cin o m a
HT-1 080; f ibr o s a r c o m a
A431; epide r m oi dc a r cin o m a
LNc ap .FGC; pr o state ade n o c a r cin o nl a
PLC/P RF/5;･bapato m a
Vi Dr; c olo n ade n o c ar cin o m a
＋
＋ ＋ ＋ ＋
＋ ＋
＋ ＋ ＋
＋ ＋ ＋
＋ ＋
＋ ＋ ＋ ＋
＋ ＋
＋ ＋ ＋
VE GF濃度は ､ H e L a/v 5培養上清を標準サ ン プル として ､ 以下 のように 記し た｡
- :0 .
＋ : 0 .
＋ ＋ : 0 .
＋＋ ＋ : 1 .
＋ ＋ 十＋ : 1 .
0 5n g/m l以下
05 - 0 . 5 n g/m 1
5 - 1 . O n g/m l
0 - 1 . 5 n g/m 1
5n g/m l以上
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Ⅱ - 2 - ③ 担 癌 マ ウ ス 血 集 中 の V E G Fの 検 出
Ⅰ - 2 - ② の 実 験 結 果 か ら 癌 細 胞 の 培 養 上 清 中 に V EG F が 検 出 さ れ る
こ と が わ か っ た ｡ そ こ で ､ 次 に 担 癌 マ ウ ス 血 中 の V E GF の 検 出 を 行 っ た ｡
H e L a / v 5 お よ びH e L a / c を ヌ ー ド マ ウ ス (B A L B/ c nゝu /n u
, 令 , 4適 合) の 皮 下 に 移 植 し て 固形 痛 を作 ら せ た
'
. 癌 細胞 移 植 前 お よ び 移 植
後 8 週 間 が 経 過 し て ､ 固 形 痛 が 増 殖 し た 時 点 で 採 血 し V EGオの 検 出 を 行 っ た o
そ の 結 果 ､ 癌 細 胞 移 植 前 の 正 常 ヌ ー ド マ ウ ス 血 中 の V E G F 濃 度 は ､ 検 出 限界
以下 で あ っ た の に 対 し て ､ H e L a / v 5 を移 植 し ､ 固形 痛 が 増 殖 し つ つ あ る
ヌ ー ド マ ウ ス の 血 中 に は ､ V E GF 濃 度 が 明 ら か に 上 昇 し て お り 5 8m U/ m l
か ら 2 8 0m U / m l にな っ て い た ( 表3)
度 と の 間 に は 相 関 は な か っ た ｡ こ の 結 果 は ､
血 流 申 に 移 行 す る こ と を 示 し て い る o 一 方 ､
H e L a / c 細 胞 を 移 植 し た ヌ ー ドマ ウス で は ,
, 固形 癌 の 体 積 と 血 中 V E G F 漉
固形 痛 よ り分 泌 さ れ た V E G F は ､
V E G F の 産 生 量 の 極 め て 少 な い
固形 痛 の 体 積 が 2 0 0m m 8を越
え た個 体 で も 血 中 の V E G F 濃 度 は 検 出 限 界 以 下 で あ っ た ｡
Ⅰ - 2 - ④ 癌 患 者 血 清 中 の V EG F の検 出
ヒ ト 固形 癌 を 移 植 し た ヌ ー ド マ ウ ス の 血 中 に V E G F のが 検 出 さ れ た
こ と か ら ､ 次 に ､ 実 際 の 癌患 者 の 血 中 に V EqF が 検 出 さ れる か を検討 し た ｡
子 宮 休 部 痛 , 子 宮頚 部 癌 , 卵 巣 癌 お よ び 肺 癌 患者 血 清 お よ び 健 常 人 血 清 中 の
V EG F の検 出 を 行 い ､ そ の 濃 度 を プ ロ ッ ト し た 結 果 が 図 1 1 で あ る ｡ 健 常 人
血 清 中 の V EG F 濃 度 は ､ 若 干 の 例 外 を 除 い て 全 て 検 出 限界 以 下 で あ っ た . ～
方 ､ 痛 患 者 血 清 中 V E G F 溝 度 は ､ 全 て の タ イ プ の 癌 種 に て 高 値 を 示 し た ｡
M a･ n n - W b i tn e y U 検 定 の 結 果 ､ 子 宮 休 部 痛 , 子 宮 頭 部痛 , 卵 巣 癌 お
よ び 肺 癌 患 者 血 清 中 の V E G F 濃 度 は ､ 健 常 人 の と 比 べ て ､ そ れ ぞ れ P -
0 . 0 02 , 0 . 0 2 3 , < 0 . 0 0 1 お よ び< 0 . 0 01 で有 意 な 差 と 判 定
さ れ た ｡
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表3 ヒ ト固形痛移柾ヌ ー ドマ ウス 血中からの VEG Fの 換出
囲 形 痛
1
2
3
4
5
6
7
8
9
H e L a / v 5
H e L a / v 5
H e L a / v 5
移 植 前 移植 後
(m U / m l〕 (m U / m l)
N D
N D
N D
H e L a / v 5 N D
H e L a / v 5 N D
H e L a / v 5 N D
H e L a / e N D
H e L a / c N D
H e L a / c N D
5 8
2 6 0
9 2
1 3 6
2 8 0
1 9 6
N D
N D
N D
固 形 痛 体 積
(m m 8)
3 3 4. 1
4 8 1. 7
6 1 0. 0
2 (;8 . 2
3 2 0 . 0
2 42 . 5
2 0 8. 7
8 1. 5
5 3. 0
H e L a / v 5 およびH eIJ a / c の 固形痛 (3× 3 × 3 m m) は､ ヌ ー ドマ ウス の 皮下
に移植した｡ 血 中の VE G F演度は ､ サ ン ドイ ッ チ E LI S Aにて測定した｡
N D: n ot de t e ct e d
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V EG『葺N ‖u 関ANS監Ru 関SAM P L E S
VEGF(mU/50p書S erum)
1 10 1 00
uterine
bodycan c e r
uterin e
■
C e rvix C a n c e r
O V a n a nC a n c e r
一u ng c a n c e r
n o r m al
○
Q
o
O
o ･
o
O
0
0
○
o 8
0
0 ○
○
8 o
○
0 0
o
8
o
2
1
j
O W)
○
○
図1 1 各種 ヒト血清サンプル申の V E GF濃度
癌患者お よび健常人より採取した血清中の V EG F鴻度は､
サ ン ドイ ッ チ ELI S｡Aにて測定した｡
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Ⅱ - 3 考 察
抗 ヒ ト V E GF12 1ポリ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 っ た サ ン ド イ ッ チ E L IS A
の 系を 構 築 し ､ V EG F を簡 便 ･ 高 感 度 ･ 高 精度 で 検 出 で き る よ う に な っ た ｡
同 様 の V EG F 検 出 系 は ､ Y e o 等 に よ る 報 告 が あ る (5 2) ｡ 彼 ら は ヒ ト
v E G F 1 8 5の N 宋 部 分 お よ び C 未 部 分 に 相当 す る
･
合成 ペ プ チ ドを 抗 原 と し て ポ
リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 し 前 者 を 固相 ト 次 抗 体) に ､ 後 者 の E u 8 ･標 識 体 を
二 次 抗 体 に し て 免 疫 蛍 光 法 で 検 出 す る 系 を 構 築 し て い る ○ 彼 ら の 系 で の 検 出 感
度 が 5 ･ 5 p M ( 約2 0 0 p g / m l) と 報 告 さ れ て い る こ と か ら も 著 者 等 の
作製 し た サ ン ド イ ッ
■
チ E L I SA 系 の 検 出 感 度 が 優 れ て い る こ と が わ か る ｡
v E G F は ､ そ の 発 見 の 経 緯 お よ び 因子 の 精 製 等 の 報 告 か ら 幾 つ か の 癌 細 胞 株
で 発 現 し て い る こ と が 予 想 さ れ た ｡ し か し ､ 各種 培 養 ヒ ト癌 細 胞 が 皆 V EG F
を分泌 し て い る こ と を示 し た 報 告 ( 表2) は な か っ た . ま た ､ ヒ ト 固 形 癌 を 移
植 し た ヌ ー ド マ ウ ス の 血 中 に V E G F が 検 出 さ れ た こ と 昧､ 固 形 癌 よ り 分 泌 さ
れ た V E GF が 血 流 申 に 移行 し て い る こ と を 示 し て い る ( 表3) ｡ 更 に ､ 調 べ
た範 囲 で は ､ 全 て の 種 類 の 癌 患 者 の 血 清 中 に も V E G F が 検 出 さ れ た こ と は ､
癌 患者 で も 同様 に 固 形 癌 よ り 分 泌 さ れ た V EG Fが 血 流 申 に 移 行 し て い る こ と
を 示 し て い る ( 図1 1) ｡ 先 の Y e o 等 の 報 告 に よ る と 担 癌 マ ウ ス お よ び 痛 患
者血 清 中 に は V E G F が検 出 さ れ な か っ た と 記 さ れ て い る ｡ こ の 違 い に つ い て
は ､ 用 い て い る 抗 体 の 違 い に よ る と 考 え ら れ る o 彼 ら が 用 い た の は ､ ヒ ト
V E G F l e 6の N 未 お よ び C 未 に 相 当 す る 部 分 の ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 で あ る の
に 対 し て 著 者 等 が 用 い た の は ヒ ト V E G F 1 21 の 全 配 列 を 含 む 蛋 白質 に 対 す る抗
体 で あ り ､ 彼 ら の 抗 体 よ り V E G F 蛋 白 質 の 広 い 範 囲 を 認 識 L う る と 考 え ら れ
る ｡ し た が っ て ､ 血 中 に お い て V E GF の N 未 部 分 ま た は C 未 部 分 が ､ 他 の 蛋
白質に よ っ て ブ ロ ッ ク さ れ て い た り ､ プ ロ テ ア ー ゼ に よ り消 化 さ れ て い た 場 合
に 臥 彼 ら の 検 出 系 で は 検 出 で き な く な っ て く る o 血 中 蛋 白 質 で あ る α 2 - マ ク
ロ グロ ブリ ン は ､ V E GF と 複 合 体 を 形 成 す る 性質 が あ る し(53)､ V E G F 1 8 6
以 上 の 大 き さ の ヒ ト V E G F は , プ ラ ス ミ ン に よ っ て 消 化 さ れ て , よ り 低 分 子
の 蛋白 質 に な る と の 報 告 が あ る (46)o 生 体 内 に て 同 様 の 現 象 が 起 こ っ て い る と
い う報 告 は な い が ､ 十 分 に お こ り う る と 考 え ら れ る o ま た ､ V E G Fの 3 次 構
造 に 関 す る 報 告 は な く ､ 両 ア ミ ノ
.
酸末 端 が 表 面 に 露 出 し て い る か は 不 明 で ある｡
こ れ ら の 点 か ら し て も ､ 血 中 の V EG F を 検 出 す る に あ た っ て ､ 彼 ら の 系 よ り
著者等 の 系 が 優 れ て い る と 言 え る ｡ 更 に 例 数 を 増 や し て 検 討 し て ､ 痛 患 者 の 血
清中 の V Eα F 浪 度 ･が 健 常 人 と 比 し て 高 い こ と が 統 計 的 に 証 明 で き れ ば ､ こ の
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系で ｢癌 診 断+ が可 能 に な る と 考 え ら れ る ○ 表 2 で 示 し た よ う に 各 種 培 養 ヒ ト
癌 細胞 が V E G Fを分 泌 し て い る ば か り で な く ､ 現 在 ま で に 各 種 培 養 ヒ ト痛 細
胞 株 の み な ら ず ､ 臨 床 の 場 で 得 ら れ た 多 く の ヒ ト 固形 癌 の 標本 に て V E GF を
発現 L て い る こ と が ノ ー ザ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ や P C R によ る V E G F - m R N A
の 検 出 お よ び 抗 V E G F 抗 体 を 使 っ た 組 織 染 色 の 結 果 か ら 明 ら か に な っ て き て
い る ( 表4 お よ び 表 5) o こ の こ と よ り ､ V E G F の検 出 を 目 的 と し た ｢癌 診
断+ は､ 広 い 範 囲 の 痛 を 対 象 と で き る と 考 え ら れ る ｡ し か し ､ 健 常 人 で も
卵巣(54)お よ び 胎 盤(5 5･56)に お い て V E G F が発 現 し て い る と い う 報 告 も あ り
性周 期 や妊 娠 時 の 血 管 新 生 に も 関 与 し て い る と 考 え ら れ る ｡ ま た ､ 癌 以 外 で も
血 管 新 生 を 伴 う 疾 患 と し て 知 ら れ て い る 間 接 リ ウ マ チ (57,58), 糖 尿 病 性 網膜 症
(59･
1
6 0), 創 傷 治 癒(61)･ 乾 癖(62)お よ･び 動 脈 酎 ヒ症(63)で の V EG F の高発 現
の 報告 が あ る ｡ こ れ ら の 場 合 に ､ 血 流 中 の V E G F 濃 度 が 検 出 で き る 濃 度 ま で
上 昇 す る か は 不 明 で あ る が ､ 固 形 痛 以 外 の 疾 患 と の 区 別 が 血 中 V E G F の 検 出
に よ る ｢癌 診 断+ が 有 用 か ど う か を 見 極 め る た め の 課 題 と な る ｡
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表4
細胞株
ヒ ト癌細胞殊にお けるV EG Fの発現
由来 検出法 文献
H T- 2 9
M NN G- H O S
M N NG - T 24
M N NG - J 82
U 93 7
U 25 1
I s h ik a w a
H EC 1 - A
H白c ト B
T 47 D
M DA 2 31
M CF 7 ･
I F9
M e 1 57
B LM
M V 3
D LD - 1
H CT - 11 6
a)Mile s
'
As s ay
7 2
結腸癌
骨肉腫
膜耽痛
膜耽癌
リ ン パ 腫
脳腫癌
子宮内膜腫
子宮内膜腫
子宮内膜腫
乳癌
乳癌
乳癌
黒色腫
黒色腫
黒色腫
黒色腫
結腸癌
結腸癌
V P F活性 l) , 精製
V P F活性
VP F活性
V P F活性
精製
V P F活性
P C R
P CR
P CR
P CR
P C R
PC R
N b) , w
c)
,
N , W ,
N , W ,
N , W ,
N , E LI S A
N , 耳 L ISA
64
65
65
65
66
67
68
68
6
6
6
6
7
7
7
7
7
7
8
9
9
9
0
0
0
0
1
1
b)No rthe rnblotting
表5 ヒ ト固形痛にお ける
c)Weste r nblotting
V EGF の 発現
種類 検出法 文献
脳腫蕩
脳腫虜
脳腫療
脳腫蕩
脳腫療
カポ シ肉腫
血管腫
血管腫
乳癌
勝朕痛
卵巣痔
黒色腫
非小細胞肺癌
結腸癌
子宮頚部癌
腎臓癌
a)in situ
in situ
&)
, N
in situ,im m un o stain
in situ
in situ, N , PCR , W
im m u n o stain
PC R, N
in situ, N , PC R
imm u n o stain
im m u n o stain
N
P CR , N
P C R, N
im m u n o stain
in situ,im m un o stain, P C R
in situ,im m u n o stain
in situ,imm u n o stain
67
73-75
76
､77
78
79
80
81
82,83
84
85
70■
86
87
88
89
hybridiz atio n
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第 Ⅱ 章 固 形 痛 の 増 殖 に お 汁 る V EG F
の 役 割
前章 ま で の 実 験 結 果 よ り ､ ヒ ト V EG F l 急 1が 1
･
n v l
･
t T Oお よ び
1
'
n v 1
'
v oで 血 管 新 生 活 性 を 示 す こ と と ､ 固形 痛 が V E G F を 分 泌 し て い
る こ と が 明 ら か と な っ た ｡ そ こ で ､ 固 形 癌 の 増 殖 に お け る V E GF の役 割 に つ
い て ヌ ー ド マ ウ ス を 使 用 し た 1
'
n v l
'
v o の 実 験 を 換討 し た o
Ⅱ - 1 実 験 方 法
1) Z n v l
'
v o 固 形 痛 増 殖 実 験 お よ び 抗 俸 に よる 阻 害 活 性 謝 定
H e L a / v 5 細 胞 お よ び H e L a / c 細 胞 は ､ 1 0 % F BS 含 有 D
- M E Mで 培 養 し ､ そ れ ぞ れ 2 × 1 07個 の 細 胞 を ヌ ー ド マ ウ ス (BAL B/ c
n u/ n u ; 日 本 ク レ ア 社) の 皮 下 に 移 植 し て ､ 固 形 痛 の 増 殖 速 度 を比 較 し た .
ま た ､ 抗 ヒ ト V E G Fl = ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 抗 癌 活 性 を 調 べ る た め に は ､
H e L a / v 5 お よ び ヒ ト 肝 臓 癌 (P LC / P R F / 5) の 固形 癌 を そ れ ぞ れ
3 m m角 の 切 片 に 切 り 出 し て ､ 別 の ヌ ー ド マ ウ ス の 腹 側部 の 皮 下 に 移 植 し た｡
抗 ヒ ト V EG F 1 2 1ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体lお よ び 正 常 ウ サ ギ I g ( 免疫 前 家 兎血 清
より調 製〕 は , 3 m g / k g ( 約7 5〟 g / m o u se) の 投 与 量 に て 皮 下 に 投
与 し た ｡ 固形 癌 の 体 積 は ､ 経 時 的 に 長 径 お よ び 短 径 を ノ ギ ス で 計 測 し て , 次 式
に て 算 出 し た ｡
[ 固形 痛の 体 棟 (m m 8) ] -
[ 短 径(m m) ]2× [ 長径(m m) ]
2
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Ⅱ 一 芸ま 轟吉 泉
Ⅱ - 2 - ① H e L a / v 5 株 およ び H e L a / c 株 の 固 形 痛 増 殖 実 験
H e L a / v 5 細 胞 お よ び H e L a / c 細 胞 を ヌ ー ド マ ウ ス の 皮 下 に
移植 し て ､ そ れ ぞ れ の 固形 癌 の 増 殖 速 度 を 観察 し た ｡ そ の 結 乳 H e L a /v 5
の 固形 痛 の 方 が H e L a / c に 比 べ て 増 殖 速度 が 速 い こ と が わ か っ た ( 図1 2)
ま た ､ 別 の 実 験 に て H e L a / v 5 の 方 が = e L a / c に 比 べ て 固 形 癌 の 生着
率 が 高 か っ た (デ ー タ 省 略) o = e L a / v 5 株 と H e L a / c 株 は ､
1
'
n vll
'
t T Oに て の 倍 加 時 間 に 差 が な い こ と よ り ､ 両 細 胞 の 増 殖 能 そ の も
の に は 違 い は な い o H e L a / v 5 が VE G F を 過乗場 生 し て い る こ と を 考 え
る と ､ こ の 差 臥 V EG F に起 因 し て お り ､ 且 つ 宿 主 側 の 応 答 に 差 が 出 て い る
と こ と が 示 唆 さ れ た ｡ V E G F が 血 管 新 生作 用 を 持 つ 因子 で あ る こ と を あ わ せ
て 考 え る と ､･固形 癌 の 増 殖 速 度 の 違 い は ､ 両 株 の 血 管 新 生を起 こ さ せ る 能 力 の
違 い に よ る も の で あ る と 考 え ら れ た o 更 に ､ こ の.こ と 臥 V E GF が 固 形 痛 の
増殖 に 大 きく 影 響 し て い る こ と を 示 し て い る ｡
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図1 2 He L a /v 5およびH e L a / c の ヌ ー ドマ ウス で の増殖
2× 1 07偶の H e L a/v 5細胞 ( ●)およびH e L a / c細胞 ( ○)
を､ ヌ ー ドマ ウス の 皮下に移植して経時的に固形癌の 体積を測定した｡
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Ⅱ - 2 - ② 抗 ヒ ト V E G F1 2 1ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る 固形 癌 増 殖 抑 朝
《H e L a / v 5 珠》
Ⅱ - 2 - ① の 実 験 結果 よ り , V E G F の 生産 量 が 高 い と 1
'
n V I V 0
に お け る 固形 痛 の 増 殖 速 度 が 速 く な る こ と が 明 ら か に な っ た ｡ そ こ で ､ こ れ を
中 和 抗 体 を 用 い て 阻 害 す る と ､ 固 形 癌 の ･増 殖 速 度 が 変 わ る か を 検 討 し た ｡
H a L a / v 5 担 癌 ヌ ー ド マ ウ ス に 対 し て 3 m g / k g の 抗 ヒ ト V EG F 12 1ポ
リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 固 形 癌 の 移 植 7 日 後 よ り 1 5回 連続 し て 皮 下 に 投 与 し た ｡
そ の 結 果 ､ 抗 体 投 与 群 で は ､ 正 常 ウ サ ギ I g 投 与群 に 比 べ て 固 形 癌 の 増 殖 が 顕
著 に 抑 制 さ れ る こ と が わ か っ た ( 図1 3) ｡
《P L C/ P RF / 5 株〉
先 の 結 集 は ､ 人 工 的 に 作 製 し た ヒ ト V EG F 1 2
′
1 過 剰 産 生 樵
(H e L a / v 5) を 用 い て 行 っ た 実 験 結 果 で あ り , 特 殊 な 細 胞 を 用 い た 系 で
あ る ｡ - 方 ､ 第 Ⅱ 章 で 記 し た よ う に 調 べ ,た 限 り で は ､ 全 て の ヒ ト 癌 細 胞 株 が
V EG F を 分 泌 し て い る こ と が 明 ら か と な っ て い る ｡ そ こ で ､ こ の よ う な 株 化
ヒ ト癌 細 胞 由 来 の 固 形 癌 の 増 殖 に 対 し て 抗 ヒ ト V E G F 中和 抗 体 が ど の よ う に
影響 す る か を 調 べ た ｡ P L C/P RF/5 (ヒ ト 肝臓 癌) 担 癌ヌ ー ド マ ウ ス に 対
し て 3 m g / k g の 抗 ヒ ト V E G F 1 2
.
1 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 固形 癌 の 移 植翌 日
よ り 1 5 回連 続 し て 皮 下 に 投 与 し た ｡ そ の 結 果 ､ P LC/P R F/5 の 固形 癌 に
対 し て も ､ 抗 体 投 与 群 で は ､ 正 常 ウ サ ギ I g 投 与 群 に 比 べ て 固 形 癌 の 増 殖 が 顕
著 に 抑 制 さ れ る こ と が わ か っ た ( 図1 4) .
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図13 抗V E GF12 1ポ 7) クロ ー ナル抗体投与に よる固形癌の増殖の 阻害①
H eIJ a/v 5の 固形癌を3 m m角の切片に切り出して ヌ ー ドマ ウス の皮下 に移植し た
(D a y O) ｡ D a y 7 - ll , 1 4- 1 8, 21 - 2 5に計1 5 回に抗 ヒ トVE GF1 2 1ポ
リク ロ ー ナ ル抗体を3 m g/ k g の投与量に て皮下投与した ( ●)｡ コ ン トロ ー ル として は ､
正常ウサギI g を投与した ( ○)｡ 経時的に 固形癌の長径および短径を測定して体横を算出
した｡
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図1 4 抗VE G F1 2 1ポ 1) クロ ー ナル抗体投与に よる固形痛の増殖の阻害②
P LC/ P RF/5 の固形痛を3 m m角の 切片に切り出し て ヌ ー ドマ ウス 皮下 に移植し た
(D a y O) ｡ D a y O - 4 , 7 - l l, 1 4 - 18の 計1 5回 に抗ヒ トVE GF1 2 1ポリ ク
ロ ー ナル抗体を3 m g/k g の投与量 にて皮下投与した ( ●)｡ コ ン トロ ー ル として は､ 正 常
ウサギI g を投与した (○) ｡ 経時的に固形癌の長径お よび短径を榔定して体積を算出し た ｡
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Ⅱ - 3 考 察
V E G F 産 生量 の 異 な る H e L a 細 胞 を 用 い た ヌ ー ド マ ウ ス で の 固 形
癌 の 増殖 速 度 を調 べ た 結 果 ､ v EG F 過 剰 産 生 株 で あ る H e L a ノ v 5 の 固 形
癌 の 増 殖速 度 が ベ クタ ー コ ン トロ ー ル で あ る H e L a / c よ り早 か っ た ( 図1 2) c
著者 等 の 結 果 と 同様 の 実 験 結 果 は ､ 今 ま で に 3 箇所 の 異 な るグ ル ー プ に よ り報
告さ れ て い る o S e ng e r 等 は ､ ヌ ー ド マ らス に て 固 形 癌 を 形 成 す る 能 力 の
な い ヒ ト 骨 肉腫 細 胞 株 (= o s〕 お よ び ヒ ト勝 耽 癌 株 (T 2 4) を 材 料 に 選 び ､
各細胞 株 を M N NG (N- m ethyl- N
･
- nitro -”- nitr o s ogu anidin e) に て 処 理 し て 得 た 固
形 癌 形 成 能 を 獲 得 し た 変 異 株 , M N N G - H O S お よ び M NN G - T 24 に て
V E G F 産 生壷が 増 加 し て い る こ と を 報 告 し て い る (65)｡ 遺 伝 子 操 作 に よ る 形
質転 換 で は な く 変異 誘 導 剤 を 用 い て い る た め ､ V E G F産 生量 以 外 に も 変 異 が
導 入 さ れ て い る可 能 性 は 否 定 で き な い が V EG F 産 生 量 の 違 い と 固 形 癌 の 増 殖
の 関係 を 最 初 に 報 告 し た レ ポ ー ト で あ る ｡ F e r r ar a等 披 ､ ヒ トVE G F 18 5
で C HO 細 胞 を 形 質 転 換 し ､ V E G F産 生 量 の 異 な る ク ロ ー ン を 作 製 し て
V EG F が 癌 化 因子 で あ る か の 検 討 を報 告 し て い る(90)｡ C H O馴包の 足 場 依
存 性 お よ一び 足 場 非 依 存 性 の 増 殖 は ､ 外 部 か ら の V E G Fの 添 加 お よ び V E G F
に よ る 形 質 転 換 に て 影 響 を 受 け ず l
･
n v l
･
t T Oの 実 験 結果 か ら 披 ､ V E G F
が癌 化 因子 で は な い と 考 え て い る o し か し ､ ヌ ー ド マ ウ ス の 皮 下 に ､ 各 細 胞 株
を移 植 し た 結 果 ､ 親 株 お よ び ベ ク タ ー 形 質 転 換 株 で は ､ 全く 固形 痛 形 成 が 観 察
さ れ な か っ た の に 対 し て ヒ ト V EG F 1 85形 質 転 換 株 で は 固形膚 が 形成 さ れ た .
固形 病 臥 薄 い 線 推 性 の カ プ セ ル に 包 ま れ た 状 態 で あ り 血 管新 生 が 先 進 さ れ て
い た ｡ こ の 結 果 は ､ V E GF が ､ 癌 化 因 子 で は な い も の の 固形 癌 の 形 成 に お い
て は ､ 血 管 新 生 因 子 と し て 機 能 し て い る こ と を 示 し て お
〉
り ､ V E G F が純 粋 な
パ ラ ク ラ イ ン 因 子 で あ る 事 の 証 明 で あ る . Z ha n g 等 臥 ヒ ト 乳 癌 細胞 株
(M CF - 7) の ヒ ト V EG F 1 2 1 に て 形 質 転 換 し た 株 を 作 製 し て 著者 等 と 同 様
の 実験 を 行 っ て い る (91)｡ ヒ ト V E G F l 乏 1形 質 転換 株 は ヌ ー ド マ ウ ス で の 固形
癌 の 増 殖 速 度 が 上 昇 し て い た ｡ 著 者 等 の 行 っ た = e L a 細 胞 に よ る 実 験 結 果 ､
お よ び 他 の 3 グ ル ー プ に よ る 実 験 結 果 は ､ 全 て 同 一 の 結 論 を 導 き出 し て い る ｡
そ れ は , V E G F は ､ T A Fの ひ と つ で あ り ､ 固形 癌 の 形 成 の み な ら ず ､ そ の
増殖 速度 を 促 進 す る 活 性 を 有 し て い る と い う こ と で あ る ｡
一 方 , 抗 ヒ トVEqF1 2 1ポリク ロ ー ナ ル 抗 体 を 投 与 す る こ.と で V E G F
活性 を 阻 害 す る と ､ ヒ ト V EG F l 乏 1形 質転 換 株 (H eIJ a /v 5) の 串 な ら ず
ヒ ト肝 臓 癌 株 (PL C/P RF/5) に'よ る 固形 痛 の 増殖 を 強く 抑 制す る こ と が
出来 た-(図1 3および図1 4) o こ の 結 果 臥 逆 の 面 か ら先 の 結論 を サ ポ ー ト す
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る も の で あ る ｡ 抗 V E G F 中 和 抗 体 の 抗 癌 活 性 に つ い て 臥 第 Ⅴ 章 で 考 察 す る ｡
V E G F が T A F の ひ と つ で あ る こ と が 明 ら か と な っ た ば か り で な く ､
そ の 活 性 を 阻害 す る こ と で 固 形 癌 の 増 殖 を 強 く 抑 制 す る こ と が 明 ら か に な っ た ｡
抗 V E G F 中 和 抗 体 は , ｢血 管 新 生 阻 害 剤+ と い う 新 し い 作 用 メ カ ニ ズ ム の 抗
癌 剤 と な り う る と 考 え ら れ た ○ 第 Ⅱ 章 で 記 し た よ う に V EG F が ､ か な り 広 い
範 囲 の 固 形 癌 で 発 現 し て い る こ と か ら ､ 抗 V EG F 中和 抗 体 の 瀧 痛 ス ペ ク ト ル
披 ､ 広 い と 考 え ら れ る o ま た , V E G Fは ､
`
健 常 人 に お い て 女 性 の 生 理 期 お よ
び妊 娠 期 に 限 っ て の み 高発 現 し て い る と 考 え ら れ る こ と か ら ､ 通 常 時 は ､ 生 体
内 で 機 能 し て い な い 因子 と 考 え ら れ ､ 抗 V EG F 中 和 抗 体 臥 固形 癌 に 対 し て
選択 的 に 働 く こ と が 予 想 さ る . こ の こ と か ら ､ 抗 V E G F 中 和 抗 体 が ､ 今 ま で
の 抗癌 剤 の よ う に 重 篤 な 副 作 用 が な い 画 期 的 な 抗 癌 剤 に な り う る と 考 え ら れ た ｡
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第 Ⅳ 章 抗 V EG F 1 21中和 モ ノ ク ロ -
ナ ル 抗 体 の 作 製 お よ び そ の 特 性
第 Ⅱ章 で 記 し た ヒ ト V E G F = 1過 剰 産 生株 (H e L a / v 5〕 お よ び
抗 ヒトV E G F1 2 1ポリク ロ ー ナル 抗 体 を 用 い た 実 験結 果 は ､ V E G
■■
F が T AF の
ひ と つ で あ る こ と を 示 し て い た . ま た ､ 抗 ヒ
▲
ト V E G F1 2 1ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体
の 投 与 に よ り ヌ ー ド マ ウ ス に 移 植 し た ヒ ト 固 形癌 の 増 殖 を顕 著 に 抑 制 で き た こ
と 披 , 抗 ヒ ト V EG F 中和 抗 体 が 抗 癌剤 と な りう る 可 能 性 を 示 し て い る ｡ 抗 体
を医 薬 品 と し て 開発 す る た め に は ､ 免疫 原 性 等 を 考 慮 し て 遺伝 子 エ 学 的 に キ メ
ラ 化あ る い 姓 ヒ ト化 と い う改 変を 行 い ヒ ト I g に 近 づ け る 必 要 が あ る ( 図1 5) o
そ の た め に も ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で は 不 都 合 で あ り ､ モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 の 作
製が 必 要 と な っ た o ま た ､ モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 を 作製 し 利 用 す る 利 点 と し て ､
成 分 の 均 一 性 お よ び 物 質 の 安 定 供 給 が あ げ ら れ る . 更 に ､ V EG F の 血 管 新 生
活性 を 分 子 レ ベ ル で 解 析 す る に あ た っ て も モ ノ クロ ｢ ナル 抗 体 の 方 が 有 用 で あ る ｡
ヒ ト V E G F 1 2 1 - G ST を 用 い て 免 疫 し て 得 た ポ 7) クロ ー ナ ル 抗 体 に
中和活 性 が あ っ た こ と か ら ､ 同 じ蛋 白質 を抗 原 と し て 用 い る こ と で 中 和 活 性 を
有 す る モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 を 得 る こ と が 可 能 で あ る と 考 え た ｡ .し か し ､ ヒ ト
V E GF 1 2 1- G S T を 用 い て モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う と ､
ヒ ト V E G F l
■
2 1に 対 す る 抗 体 の み な ら ず , G ST 蛋 白質 に 対 す る 抗 体 も 選 出 さ
れ て くる た め に 効 率 が 悪 い ｡ そ こ で 当 時 ､ 酵 母 を 用 い て V EG F 活 性 お よ び
V P F 活 性 を 持 っ た ヒ ト 組 み 換 え V EG F 1 2 1 の 大 量 生 産 に 成 功 し て い た こ と か
ら(51)､ こ の ヒ ト 組 み 換 え V E G F 1 91を使 用 し て モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 の ス ク リ
ー ニ ン グを 行 う こ と と し た.｡ ま た ､ こ の 酵 母 産 生 ヒ ト Ⅴ 宜 G F l 急1は ､ 以 降 の ヒ
トV EG F1 2 1の ソ ー ス と し て 利 用 す る こ と と し た .
ヒ ト V E G F l 皇1- G S Tに て 免 疫 し た マ ウ ス か ら 2 8 クロ ー ン の 抗 ヒ
トV B G F1 2 1 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 を 作 製 し た o H U VE C の ヒ ト V E G F1 2 1
依存 の 増 殖 に 対 す る 阻 害 活 性 を 指 標 に 全 ク ロ ー ン に つ い て 中和 活 性 を調 べ た と
こ ろM V I O l(I g G l , 〟) お よ び M V 3 03 (I g,G 2 a , 〟 ) と 命 名
さ れ た 2 クロ ー ン に 中 和 活 性 を 見 い だ し た ｡ 以 下 ､ こ の 2 ク ロ ー ン の 性 質 に 関
す る 解 析 結果を記 す ｡ ま た , 中和 活性 の な い 抗 ヒ ト V E G F l 会1モ ノ ク ロ ∵ ナ ル
抗体 と し て M V 4 1 5 (I g G 2a , R ) も コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い た ｡
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Ⅳ - 1 材 料 お よ こド 実 験 方 法
1) 材 料
遺 伝 子 組 み 換 え ヒ ト V E GF 1 2 1は ､ ヒ ト V E G F 1 2 1の c D NA に て
形質 転 換 した酵 母 の 培 養 液 より精 製 し た も の を 使 用 し た(51). G ST - VE GF l 乏1
披 , 形 質 転 換 し た 大 腸 菌 の 菌 体 よ り 精 製 し たも の を 使 用 し た ｡ 遺 伝 子 組 み 換 え
ヒ トV EGF1 8 5は ､ R& D社 よ り購 入 し て 用 い た ｡ 遺 伝 子 組 み 換 え ヒ ト b FG F
は ､ オ ン コ ジ ン サ イ エ ン ス 社 よ り購 入 し て 用 い た ｡
2) マ ウ ス の 免 疫 お よ び 細 胞 融合
マ ウ ス (BA L B/ c , 早 , 8過 令) は ､ フ ロ イ ン ト の 完全 ア ジ エ バ ン
ト を 用 い て 乳化 し た G ST - V E G F1 2 1(10 0JL g) を腹 腔 内 に 投 与 し て 免 疫 し
た ｡ 免 疫 は ､ 計 3 臥 2 週 間 毎 に 行 っ た ｡ 最 終 免 疫 日 の 3 日 後 に マ ウ ス を 屠 殺
し て 牌 臓 を 取 り 出 し た ｡ 牌 細 胞 は ､ 5 0 % ポ リエ チ レ･ン グリ コ - ル (メ ル ク 社)
を 用 い て I g 非 産 生 マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 株 (S p 2/0 - A g14) と 融合 し た ｡
融合細 胞 臥 1 0% F B S お よ びH A T ♯ (ギブコ 社) 含 有R P MI - 1 6 4 0培
地 に て 希 釈 し て ､ 9 6穴培 養 プ レ ー ト に 分 注 し た o 細 胞 は ､ 3 7℃ , 5 % C O2 ,
飽 和水 蒸 気 環 境 に て 培 養 し た . 抗 ヒ トVEG F1 2 1モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 産 生 ハ イ ブ
リ ド ー マ は ､ 限 界 希 釈 法 に て ク ロ ー ニ ン グを 行 っ た .
*H A T : 0 ･ 1 m M ヒポキサ ン チ ン ､ 0 ･ 4 〟 M ア ミノプチリ ン , 1 6〃 Mチ ミ ジ ン
3) E L IS Aに よ る ハ イ ブ リ ド ー マ の ス タ 7) - 立 ン グ
9 6穴 イ ムノ ブ レ ー ト (コ ー ス タ ー 社 , #3 6 9 0) は ､ ヒ ト V E G F 1 2 1
を コ ー ト し た後 ､ ブ ロ ッ キ ン グ液 に て ブ ロ ッ キ ン グ を 行 っ た ｡ ブ ロ ッ キ ン グ 液
を 除去 後 ､ ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 清 を w el lあ た り 1 0 0JL l 添 加 し て 室 温
に て 1 時 間 反 応 さ せ た ｡ 洗 浄 液 に て 6 回洗 浄 後 ､ p O D 榛
,
# 抗マ ウ ス I g (H
＋ L) 鏡 (M B L社) を 添 加 し て 更 に 室 温 で 1 時 間 反 応 さ せ た ｡ 洗 浄 液 に 七 9
回洗浄 し 未 反 応 の 標 識 抗体 を 除 い た 後 ､ 基 質 液 を 添 加 し て 発 色 さ せ た ｡ 反 応 停
止 に は 2 規 定 の 硫 酸 を w e l lあ た り 1 0 0LL l 加 え た ｡ 各 v e l l の吸 光 度
(49 0n m) はプ レ ー トリ ー ダ ー (モ レ キ ュ ラ ー デ ヴア イス 社) に て 測 定 し た ｡
I g の サ ブ ク
.
ラ ス 決 定 に は 2 次 抗 体 と し て マ ウ ス I g サ ブ ク ラ ス 特 異
的 家兎 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (バ イ オ ラ ド社) を反 応 さ せ た 後 ､ P O D 榛 識 抗 家
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兎 I g を 反 応 さ せ 同 様 に 発 色 さ せ た ｡
4) モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 の 調 教
抗 ヒ ト V E G F 1 2 1モ ) ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 臥 ヌ
ー ド マ ウ ス (B A LB/ c n u/ n u , ♀ ･ 8 - 1 1過 令 , 日 本 ク レ ア 社) の 腹 腔
内 に 移植 し ､ 腹 水 を 回 収 し た ｡ モ ノ ク ロ - テ ル 抗 体 は ､ 腹永 を 5 0 % 硫 安 沈殿
を行 っ た儀 に プ ロ テ イ ン G カ ラ ム (フ ァ ル マ シ ア 社) に て 精 製 し た ｡
5) Z n v l
'
t T O血 管 内皮 細 胞 増 殖 阻 害 活 性 謝 定
ヒ ト V E G F 1 21依 存 性 の H U V EC の 増 殖 に 対 す る モ ノ ク ロ - ナ ル 抗
体 の 阻 害 活 性 臥 第 Ⅰ 章 に 記 し た 方 法 を若 干 変 更 し て 行 っ た ｡ H UV E C (2
× 1 0鳩 ) は ､ ア ッ セ イ 培 地 に て 希 釈 し て ､ コ ラ ー ゲ ン コ ー ト し て あ る 9 6穴
プ レ ー ト (コ - ニ ン グ 社) に ま き ､ 各種 濃 度 に 希 釈 し た モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 お
よ び 1 0 n g/m l の ヒ トV E G F1 21 を 添 加 し て 5 日 間培 養 し た . 実 験 に よ っ
て 臥 ヒ ト V E G F 1 2 1の 代 わ り に 1 0n g/m l の ヒ ト V E G F 1 8 6あ る い は
lon g/ m l の b F G F を使 用 し た . 培 養 終 了 1 日 前 に 1 0 /L l が H - チ ミ ヂ
ン (1 ･ 85 M bq/m l , 92 5 0B q/m m ol , ア マ シ ャ ム 社) を添 加 し 増 殖 中
の 細 胞 を 標 識 し た ｡ 細 胞 は ､ ト リ プ シ ン ー E D TA を 用 い て プ レ ー ト よ り剥 が ･し
た後 ､ セ ル ハ ー ベ ス タ ー (ケ ン ブ リ ッ ジ テ ク ノ ロ ジ ー 社) を 使 用 し て て ガ ラ ス
繊推 フ ィ ル タ ー 上 に 匝川又 し た o 細 胞 に 取 り込 ま れ た 8 H - チ ミ ヂ ン の 放 射 活 性 は ､
液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー (ペ ッ ク マ ン 社) に て 計 測 し た ｡
6) 1 2 6Ⅰ 榛 織 ヒ ト V E G Fl 望1の H U V E Cへ の 結 合 の 測定
ヒトVE G Fl 包1は ､ タ ロ ラ ミ ン T 法 に て 1 乏5Ⅰ 標 識 し た(92)｡ 約 1 /L g
の ヒ ト V E GF 1 2 1は ､ 約 5 0 JL l の 1 0 0m M リン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 (p H
7 ･ 0) に 希 釈 し 1 0 〟 1 の 1 2 5 ト ヨ ウ 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 (3 . 7 MB q , 比 放
射活性 6 4 4MB q/ji g ,
'
ァ マ シ ャ ム 社) お よ び 1 0JL l の 1 m g/ m l ク ロ ラ
ミ ン T (シ グ マ 社) 溶 液 を添 加 し て 室 温 に て 4 5 秒 間 反 応 さ せ た ｡ 反 応 を 止 め
る た め に 5 0 LL l の 1 ･ 5 甲g/m l ヨ ウ 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 お よ び 5 0 LL l の
2 m g/m l の メ タ 亜 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 溶 液 を 添 加 し て 5 分 間放 置 し た o あ ら か
じ め 0 ･ 1 % BS A含 有 1 0 0m M リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝液 (p H 7. 0) に
て 置換 し た P rD- 1 0カ ラ ム (フ ァ ル マ シ ア 社) に 反 応 液 を ア プ ラ イ 後 ､ 同緩 衝
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液 に て 溶 出 し 1 2 SI 榛 識 ヒ ト V E GF 1 2 1と 未 反応_の
1 2 5
Ⅰ を 分 離 し た o
1 2 5Ⅰ 標
識 ヒ ト V E G F 1 2 1 の 比放 射 活 性 臥 約 1 × 1 0 5 c p m / 1 n g で あ っ た .
ラ ジ オ レ セ プ タ ー ア ッ セ イ は ､ =U VE Cに 対 し て 行 っ た ｡ H U V EC
は コ ラ ー ゲ ン を コ ー ト し て あ る 2 4穴 プ ラ ス チ ッ ク プ レ ー ト (フ ァ ル コ ン 社)
に て サ ブ コ ン フ ル エ ン ト 状 態 に な る ま で 培 養 し た ｡ モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 は ､
l丑6 Ⅰ 標 識 ヒ ト V E G F1 2 1と 混 合 し 3 時 間 室 温 に て 反 応 さ せ た∴H U VE C は
1 0 %F BS 含 有 D - M E M培 地 に て 2 回洗 浄 後 , あ ら か じ め モ ノ ク ロ - ナ ル 抗
体 と 反 応 さ せ た 1 虫5 Ⅰ 標 識 ヒ ト V E G F 1 21 と 3 7 ℃ にて 3 時 間 反 応 さ せ た ｡ 未
反 応 o 1 2 5 Ⅰ 標 識 ヒ ト V E G F 1 2 1 は ､ 同 培 地 に て 3 回洗 浄 し て 除 去 し た .
H U VE C に 結 合 し た 1 2 5Ⅰ 標 識 ヒ ト V E G F 1 21 は
r
l % SD S 含有 P B Sに て
溶解 し ガ ン マ ⊥ ヵ ウ ン タ ー (パ ッ カ ー ド社) に て 放 射 活 性 を測 定 し た ｡ 非 特 異
的 結合 を 測 定 す る 際 に は 非 標 識 ヒ ト V E G F l 皇1を 1 2 5Ⅰ 標識 ヒ ト V E G F 12 1の
1 0 0倍 量 添 加 し て 同 様 に 反 応 さ せ た ｡
7) サ ン ドイ ッ チ E L I S A
サ ン ドイ ッ チ E L IS Aは ､ 第 Ⅱ 章 の ｢実 験 方 法+ に 記 し た 方 法 に て
行 っ た o 抗 ヒ ト V E G F1 2 1モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 を 固相 化 し た 9･6 穴 イ ム ノ ブ レ
ー ト の 各 w e l l に被 検 サ ン プ ル を 添 加 し て 室 温 で 1 時 間 反 応 さ せ た ｡ 洗 浄 液
に て 洗 浄 後 ､ 抗 ヒ驚トV E GF1 2 1ポ リ ク ロ
ー ナ ル 抗体 の Fよb ･ - PO D を 室 温 で 1 時 ･
間反 応 さ せ た ｡ 未 反 応 の 標 識 抗 体 を 洗 浄 後 ､ 基 質溶 液 を 添 加 し て 発 色 さ せ た ｡
8) 括 抗 試 験
各 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 の ヒ ト V EG F 1 2 1に 対 す る 結 合 の 相 互 桔 抗 能 を
測定す る た め に M V IO l お よ び M V 3 0 3を ビ オ チ ン 化 キ ッ ト (ア マ シ ャ ム
社) に て ビ オ チ ン 修 飾 を 行 っ た ｡ ヒ ト V EG F1 2 1を コ ー ト し た 9 6 穴 イ ム ノ ブ
レ ー ト に 対 し て 1 JL g / m l の ビ オ チ ン 修 飾 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 と 様 々 な 濃 度
の 非修 飾 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 の 混 合 液 を 添 加 し て 室 温 に て.1 時 間 反 応 さ せ た ｡
ニ 次抗 体 と し て P O D 結 合 ア ピ ジ ン (ア マ シ ャ ム 社) を使 用 し た ｡
9) S D S - P AO E お よ び ウ エ ス タ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ
S D S - P A G 馴ま 1 5 %の
●
ア ク リ ル ア ミ ド少 ル を 使 用 し た(93)｡ ヒ ト
vE GF 1 2 1お よ び ヒ ト V E G F 1 8 5は 2 - メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 含有 ( 還元 条 件)
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ま た 披 不 含( 非 還元 条 件)の サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー に て 1 0 0 ℃, 5 分 間熱 処 理 し
た後 に 泳 動 し た o ゲ ル 中 の 蛋 白 質 は セ ミ ド ラ イ - ブ ロ ッ テ ィ ン グ シ ス テ ム (バ イ
オ ラ ド社) に て イ ム ビ ロ ン P 膜 (ミ リ ポ ア 社) に 転 写 し た ｡ 膜 臥 2 % BS A
含有 P B S で 4 ℃ に て 2 4時 間 処 理 し て ブ ロ ッ キ ン グを 行 っ た ｡ そ の 徳 , 膜 は
モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 と 4 ℃ で 2 時 間 反 応 さ せ ､ ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ - ゼ 標識
抗 マ ウ ス I g G (H＋IJ) 抗体 F (a b ･) 摘 片 ( ザイ メ ッ ド社) で 膜 に 結 合 し た
モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 を 検 出 し た o 膜 は 洗 浄 後 ､ 基 質 液 *を反 応 さ せ 発 色 さ せ た ｡
反応 停 止 は 水 洗 に て 行 っ た ｡
*基 質 液 : 1 00 m = 塩化ナ トリ ウム , 5 m M 塩化マ グネ シ ウム , 0 . 33 m g/ m l
ニ トロ ブ ル ー テ トラ ゾリ ウム
, 1 65JL g/ m 1 5Jブ ロ モ ー 4 一 夕 ロ ロ ー 3 -
ヨ
L
- ドリ ン離合有1 0 0m M トリ ス塩酸緩衝液 (pH 9 . 5)
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Ⅳ - 2 結 果
I
Ⅳ - 2 - ① ヒ ト V E G F依 存 性 血 管 内 皮 細胞 増 殖 に 対 す る 抗 ヒ ト
V E G F 12 1モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 俸 の 影 響
ヒ ト V E G Fl 皇 1- G ST を続原･と し て マ ウ ス を 免疫 し て 2 8 ク ロ ー ン
の 抗 VE G F1 2 1モ ノ ク ロ - ナ ル抗体 を 作 製 し た o そ の 中 で 2 クロ ー ン (M V I O l お
よ び M V3 0 3) に 中 和 活 性 が あ っ た o ま た ､ 中 和 活 性 の な い ク ロ ー ン の 代 表
と し て M V 4 1 5 を 選 び ､ こ の 3 クロ ー ン を 使 用 し て 以 下 の 実 験 を 行 っ た ｡
表 6 に 各 ク ロ ー ン の 性 質 を 示 す o 3 クロ ー ン と も V EGF121 お よ び V E GFl e5
に p M オ ー ダ ー の 高 親 和 性 で 結 合 し た o
表 6 抗 ヒ ト V E G F1 2 1モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 の 特 性
M V IO I M V 3 0 3 M V4 1 5
サ ブ ク ラ ス I g G l, K I g G 2a , .〝 I g G 2a , 〟
解 離 定 数 (p M〕
V E G F 1 2 1 5 5 7 6 1 5 4
V E GF 1 8 5 8 6 1 4 4 6 2 1
中 和 活 性 あ り あ り な し
H U V EC の ヒ ト V E G F1 2 1依 存 的 な 増 殖 に 対 す る M V I O lお よ び
M V 30 3の 抑 制 活 性 を8 H イ ミ ジ ン 取 り込 み 法 に て 検 討 し た ｡ そ の 結 果 ､ M
V I Ol お よ びM V 3 0 3は ､ ヒ ト V EG F 1 2 1(lo n g/m l) 依 存 的 な
H U V由 c の 増 殖 に 伴 う 3 H - チ ミ ジ ン の 取 り込 み を 用 量 依 存 的 に 阻 害 し た ｡ 両
モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 と も に 1FL g/ m l 以 上 の 濃 度 に て ヒ ト V E G
,
F l 虫 1依 存 的
な 増 殖 を 完 全 に 抑 制 し た ( 図1 6) ｡ 一 方 ､ 中 和 活 性 の な い
･
M V 41 5 は ､
1 0JL g / m l の 濃 度 を 添 加 し て も H U V EC の 増痕 に 対 し て 影 響 し な か っ た ｡
こ の こ と は M V I O
'
'
1 お よ びM V3 0 3で 観廃 さ れ た ヒ ト V E G F 1 2 1依 存 的
H U V EC の 増 殖 に 対 す る 阻 害 活 性 は ､ マ ウ ス I g 添 加 に よ る 非特 異 的 な も の
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で な く ､ 抗 ヒ ト V EG F 1 2 1中 和 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 に よ る 特 異 的 な も の で あ る
と 考 え ら れ た ｡ 更 に ､ こ の モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 の V E G F 特 異 性 を 調 べ る 目 的
で ､ 他 の 因子 に よ る H U V E C の 増 殖 促 進 を 調 べ る 系 に M V 3 03 を 作 用 さ せ
た ｡ M V 3 0 3 は､ ヒ ト V E G F 1 21 の み な ら ず ヒ ト V E G F 1 8 5依 存 的 な
H U V E Cの 増 殖 も 用 量 依 存 的 に 阻害 し た が ､ b FG F 依 存 的 な H U V EC の
増殖 に 対 し て 臥 1 0JL g/m l の 濃 度 で も 何 等 影 響 し な か っ た ( 図1 7) o こ
れ 臥 M V 3 03 が V E G F を 特 異 的 に 認 識 し て い る こ と を 中 和 活 性 の 面 か ら
示 し た結 果 と い え る o
Ⅳ - 2 - ② 1 2 6Ⅰ 標 識 ヒ ト V E G F1 2 1の H U V E Cへ の 結合 に 対 す る 抗
ヒ ト V E G F1 2 1モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 の 阻 害 活 性
V E G Fは ､ 細 胞 表 面 の 特 異 的 な 高 親 和 性 レ セ プ タ ー に 結 合 し て 情 報
伝達 を す る(39･42)o M V IO l お よ び M V 30 3に よ る ヒ ト V E G F1 2 1依 存
的な H U V E C 増 殖 の 阻 害 活 性 が ､ ヒ トV EJGF 1 2 1と そ の レ セ プ タ
ー と の 結 合
阻害 に よ る た め か を 調 べ る 目 的 で 1 26Ⅰ 標 識 ヒ トVE G F1 2 1と H U V EC を 用 い
た ラ ジ オ レ セ プ タ ー ア ッ セ イ を 行 っ た ｡ そ の 結 果 ､ M VIO l お よ び MV 3 0 3
は用 量 依 存 的 に 1 2 6Ⅰ標 識 ヒ トV EG F1 2 1の H U V EC に 対 す る 結 合 を 阻 害 し た
( 図1 8) ｡ 同 様 の 結 果 は , 1 2 6Ⅰ 標 識 V E GF 1 85を 用 い た ラ ジ オ レ セ プ タ ー
ア ッ セ イ に て も 得 ら れ て い る (デ ー タ 省 略) ｡ こ の 結 果 よ り ､ M V I O l お よ
びM V 3 0 3は ､ V E GF と 免疫複合体を形成 し て ､. こ れ が 細 胞 表 面 に 存 在 す
る V E GF レ セ プ タ ー に 結 合 で き なく な る た め に 増 殖 の シ グ ナ ル を 伝 え る の を
阻害 す る と 考 え ら れ た ｡
Ⅳ - 2 - ③ 抗 ヒ ト V E G F l 丑1モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 の 反 応特異性
M V I O lお よ び M V3 0 3を コ ー ト し た イ ム ノ ブ レ ー ト を 用 い て サ
ン ドイ ッ チ E L IS A を 行 っ て ､ ヒ ト V E G F の 検 出 を行 っ た ｡ V E G Fと し
て は酵 母 に て 産 生 さ せ た V E G F 12 1と 市 販 さ れ て い る 昆 虫細川包 (S f 9) に て
産生 さ せ た ヒ ト V E G F 1 8 6 (R &D 社) を 用 い た ｡ そ の 結 果 ､ い ずれ の モ ノ ク
ロ - ナ ル 抗 体 を 使 用 し た サ ン ドイ ッ チ E L IS A も両 V E G F 分子 種 を 認 識 し
た が ､ そ の 反 応 性 に は 差 が あ り ､ い ずれも ヒ トV E GFl 豆Iq方 が
`
ヒトV E G Fl e 6
より反 応 性 が よ か っ た.( 図1 9) ｡
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図1 6 ヒ トV E G F1 2 1依存性の H U V ECの増殖に対する抗 ヒト
V E G F1 2 1モ ノ ク ロ - ナル抗体の 中和活性
H U VEC (2 × 1 09個) 臥 1 0n g/ m l の ヒトVE GFl 乏1お よび各種 濃 度 の
抗ヒ トV EGF121モ ノ ク ロ - ナ ル抗体と5 日間培養し た. HUV EC の増殖 臥 BH - チ
ミ ジン の取り込み に より測定した ｡
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図17 V耳GFお よび b F G F依存性の = UV E Cの増殖 に対するM V 3 03の 中和活性
H U VE C (2× 1 08個) は ､ l on g /m l の ヒ トVE G F1 2 1( ⑳),
ヒトV E G F1 8 5(▲) または ヒ トb FGF (○) お よび各種濃度の M V 30 3 と
5日間培養した｡ H U VECの 増殖は, 8H - チ ミジ ン の取り込みに よっ て 測 定 し た .
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図1 8 1 虫6 Ⅰ標識ヒ トV E GF1 2 1の HU V E Cへ の結合に対する
抗V E G Fl 望1中和 モ ノク ロ - ナル 抗体の阻喪活性
10
1 2 6Ⅰ標識 ヒ トVE GF 1 2 1(6× 104 c p m〕 臥 様々 な濃度の M VIO l( ●)また
はM V 30 3(▲) と3時間室温に て反応させ た後､ = uvE C と3 7 ℃にて 3時間反応さ
せ た ｡
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図19 M V I O lおよびM V 3 03の ヒ トVE G Fに対する反応性
イム ノ ブ レ ー トは､ M V IOl (a) ま たはM V3 0 3･〔b) で コ ー トした｡ 様々 な漣度
の ヒトV E GF1 21 ( ●) またはヒ トV E G F1 8 6( ○) をサ ン ドイ ッ チEIJI S Aの系に て
検出した｡ 二次抗体 臥 抗 ヒ トVE GF1 2 1ポリク ロ ー j- }L抗体の･F a b ･ - PO D標識蛋白質
を使用した ｡
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2 0
Ⅳ - 2 - ㊨ ･抗 ヒ ト V EG F 1 2 1モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 俸 の エ ピ ト ー プ の 検 討
M V I Ol お よ び M V 30 3 は､ い ず れ も 中 和活 性 を 有 し て い る が そ
の 認 識 部 位 (エ ピ ト ー プ) は 近 傍 な の か ? ○ こ の 点 を 調 べ る 目 的 で 桔 抗 試 験 を
行 っ た ｡ 各 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 の ビ オ チ ン 標 識 体 の ヒ ト V EG F1 21 に 対 す る 結
合 を ､ そ 叫ぞ れ の 非 標 識 体 で 桔 抗 阻 害 し て ､ そ の 強 さ を 比 較 し た . そ の 結 果 ､
各 ビ オ チ ン 標 識 体 の 結 合 は 両 非 標 識体 に て 強く 阻 害 さ れ た ( 図2 0) . し か し ､
ビ オ チ ン 化 M V IO l の ヒト V E G F 1 2 1に 対 す る 結 合 に 対 す る 阻 害 活 性 は M V
I O lの 方 が M V 3 0 3よ り 強 く ､ ビ オ チ ン 化 M V3 0 3の 結 合 の 対 す る 阻害
活 性 は
`
､ M V 3 0 3の 方 が M V I O lよ り 強 か っ た ｡ こ の こ と は ､ ヒ ト
V E G F 1 2 1 の 申 で 両 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 の 認 識 す る 部 位 が ､ か な り 近 傍 に 存 在
し て い る が 一 致 し て い な い こ と を 示 唆 し て い る ｡ 一 方 ､ 中和 活 性 の な い M V4
1 5に よ る 両 ビ オ チ ン 化 抗 体 の 結 合 に 対 す る 阻害 活 性 は 明 ら か に 弱 か っ た ｡
Ⅳ - 2 - ⑤ ウ エ ス タ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ解 析
MV I Ol お よ び M V 3 0 3に よ る V E G F の 検粒 を ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ
テ ィ ン グ に て 行 っ た ｡ ヒ ト V E G F1 2 1お よ び ヒ ト V EG F 1 8 6を 還 元 条 件 あ る
い は 非 還 元 状 態 で S D S- P A GE を 行 っ た 後 ､ イ ム ビ ロ ン P 膜 (ミ リ ポ ア 社)
に 転 写 し た ｡ こ の 膜 上 の ヒ ト V E
,
G F 分 子 に 対 す る モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 の 反 応
性骨調 べ た と こ ろ M V I O lお よ び M V 3 0 3何 れ も 還 元 体 ヒ ト V EG F と の
反応 性 が 極 め て 弱 い こ と が 明 ら か と な っ た ( 図2 1) . 一 方 ､ 抗 ヒトV E GF1 2 1
ポリ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ､ 還 元 体 ヒ ト V EG F のみ な ら ず 非還 元 ヒ ト V E GF と
も反 応 し た ( デ ー タ 省 略) ｡ し た が っ て ､ = VI Ol お よ び M V 30 3の 反応
す る 部 位 は ､ S - S 結 合 に よ り 立体 構 造 を 保 持 さ れ た部位 で あ る こ と が 示 唆 さ れ
た o ヒ ト V E G F 分 子 は ､ 還 元 さ れ る と 活 性 を 失 う こ と か ら ､ S - S 結 合 が 活 性
に 重 要 で あ り ､ 中 和 活 性 を有 す る = V I Ol お よ び= V 3 0 3 がそ の 構 造 を 認
識 し て い る も の と 考 え ら れ た ｡
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図2 0 MV I O l およびM V 3 0 3の ヒ トV E GFl 虫1に対する結合の括抗試験
1 0JL g/ m l のビオ チ ン化MVI O l(a) またはビオチ ン化M V3 0 3(b) 臥
各種濃度 の M V IO l( ●), =V 3 0 3(▲) あるい はMV4 15 (I) と混合して ヒ ト
V EGFl会1を固相に コ ー トし たイム ノ ブ レ ー トに添加 したo ビオチ ン化モ ノ ク ロ - ナ ル抗
体臥 PoD結合 ア ピジ ンで検出した｡
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図2 1 M V I O lおよびM V 3 03の ウエ ス タ ン プロ ツ ティ ン グにおける結合特異性
2 0n gの ヒ トV EG F1 21(トン1,3･ 5,7) ある い は ヒ トV EG F1 8 5(レン2,4,6,8)臥 還 元
条件(2-メ)Lb7
'
トエタノール存在下;レン1, 2,5,6) あるい は非還元条件(2-メルカフ
･
トエタJ- ル非存在下;レ)3,4,
7･8)で S DS - PA GEを行い イ ム ビ ロ ン P膜 (ミリ ポア 社) に転写した後､ M V 3 0 3(レ ー
ン1 -4)またはM V I 0 1(トン5 - 8)と反応させ た｡
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Ⅳ - 3 考 察
大 腸 菌 で 産 生 さ せ た ヒ ト V E G F 12 1- G S T 融 合 蛋 白質 で 免 疫 し た マ
ウ ス よ り 抗 ヒ ト V B G F 1 21 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 を 作 製 し た ｡ そ の 中 で 2 ク ロ ー
ン (M V I O l およ び M V 3 03) が ､ ヒ ト V E GF 1 2 1依 存 性 の H U VE C の
増 殖 を 中 和 す る こ と が 明 ら か と な っ た ( 図1 6) ｡ 他 の ク ロ ー ン は ヒ ト
v E G F 12 1 に 対 す る 結 合 能 は 持 っ て い る も の の 中 和活 性 は 無 か っ た (デ ー タ 省
略) o M V 3 03 に 関 し て ､ ヒ トV EGF1 85お よ び b FGF依 存 性 の H U V E C
に 対 す る 中和 活性 を 調 べ た と こ ろ ､ 前 者 に 対 し て は ､ 中和 活 性 を 示 し た が ､ 後
者 に つ い て は ､ 中 和 活 性 を示 さ な か っ た ( 図1 7) o こ の こ と 臥 M V I O l
お よ び M V 3 03 は､ V E G F に対 し て 特 異 的 に 作 用 す る と と も に ､ そ の 認 識
する 領 域 ( ェ ピ ト プ) 臥 V E G F が 活 性 を 発現 す る の に 重 要 な 領域 で あ る
と 考 え ら れ る ｡ V E G Fは ､ 血 管 内 皮 細 胞 の 表 面 に 発 現 し て い る 高 親 和 性 レ セ
プ タ ー 蛋 白 質 で あ る F l t- 1 お よ び K D R に 結 合 し て ､ そ の チ ロ シ ン キ ト ゼ
を活 性 化 す る と 言 わ れ て い る (39,4 2)o 1 2 5 Ⅰ 標 識 ヒ ト V E G F l 乏 1 を 用 い た
H U VEC に 対 す る ラ ジオ レセ プタ ー ア ッ セ イ に よ り M V IO l お よ びM V 3 03
臥 1 丑6Ⅰ 標 識 ヒ ト V E G F l 皇1 の H U V･E C に対 す る 結 合 を 用 量 依 存 的 に 阻 害
す る こ と が 明 ら か と な っ た ( 図1 8) o 両 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 と 反 応 し た VE G F
は ､ レ セ プ タ ー に 結 合 す る こ と が で き な く な っ て い る と 考 え ら れ た ｡ リガ ン ド -
レ セ プ タ ー 複 合 体 の ク ロ ス リ ン ク の 実 験 結 果 か ら も , M V3 0 3 は､ 1 25 Ⅰ 標 識
ヒ ト V E G F 1 2 1と レ セ プ タ ー と の 複 合 体 の 形 成 を 阻 害 す る こ と が 明 ら か と な っ
て い る(5 1)｡
ヒ ト V E G F l e 6は ､ ヒ ト V E G F 1 2 1の C 宋 領 域 に 4 4ア ミ ノ 酸 残 基
の 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 の 挿 入 が あ る(43)｡ 血 管 内 皮 細胞 に 対 す る増殖促進活 性 は ､
両 VE GF ア イ ソ フ ォ ー ム で ､ 削 ぎ同 等 で あ る と の 報 告 が あ る(94). M V I O l
お よ び M V 3 03 が ､ 両 V E G F アイ ソ フ ォ ー ム と 結 合 し う る こ と ( 図1 9)
お よ び 両 V E G F アイ ソ フ ォ ー ム に よ る = U VE Cの 増 殖 促進 活 性 を 中 和 し う
る こ と (図 1 6 お よ び図 1 7) は ､ 両 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 の エ ピ ト ー プ は ,
VE GF が活 性 を 発 現 す る の に 重 要 な 領 域 で あ る と 考 え ら れ る ｡.
M V I Ol お よび M V 3 03 の ヒ ト V E GF l乏 1 に 対 す る 結 合 は ､ そ れ
ぞ れ 交 叉 括 抗 し た ( 図2 0) ｡ し か し ､ 中 和 活 性 の な い モ ノ ク ロ ニ ナ ル 抗 体 で
あ る M V 4 1 5は ､ 各 中 和 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 と括 抗 し な か っ た ｡ こ･の こ と よ
り ､ M V I O l お よ び= V 3 0 3の エ ピ ト ー プ に 関 し て 幾 つ か の 可 能 性 が 考 え
られ る ｡ 第 エ は , M V IO l と MV 3 0 3
･
の エ ビ ‥ プ は二 全く同 一 で あ る こ
と ｡ 第 二 臥 屑 モ ノ
ー
ク ロ ー ナ ル 抗 体 の エ ビ - プが ､ か な り 近 傍 で あ る こ 七 ｡
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第 三 凱 両 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 の エ ビ - プ が 全 く 異 な っ て い て も ､ 片 方 が 結
合 す る こ と で ヒ ト V E GF 1 2 1に ア ロ ス テ リ ッ ク な 構造 変 化 が 生 じ て ､ 他 方 の 結
合を 阻 害 し た こ と ｡ 第 一 の 可 能 性 に つ い て は ､ ビ オ チ ン 化 し た 各 モ ノ ク ロ - チ
ル 抗 体 の 結 合 に 対 し て ､ - ク ロ ー ン の 方 が よ り強 く 括 抗 し た こ と かう 正 しく
な い と 思 わ れ た ｡ ま た ､ 第 三 の 可 能 性 に つ い て は , 本 実 験 か ら の み で は モ ノ ク
ロ - ナ ル 抗 体 と結 合 し た後 の V EG F1 2 1の 構 造 変 化 の 有 無 の 情 削 鳩 ら れ な い
た め 正 し い か は 不 明 で あ る ｡ 第 二 の 可 能性 が 最 も 有 力 で あ る と 考 え る ｡
ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ の 結 果 ､ s - s 結 合 を 還 元 さ れ た V E G F 分
子 に M VI O lお よ び = V 30 3 は､ ほ と ん ど結 合 で き な か っ た ( 図2 1) 0
こ の こ と か ら M VI Ol お よ び M V 3 0 3の エ ビ - プは ､ 分 子 内 あ る い は 分
子 間め s - s 結 合 に よ っ て 形 成 さ れ る 構 造 が 重 要 で あ る こ と が わ か っ た .
K i m 等 が ､ 4 種 類 の 抗 V EG F モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 に 関 す る 報 告 を
し て い る(95)o そ れ ら の モ ノ ク ロ - ナ ル 抗体 臥 ヒ ト V E G F l e 6と キ ー ホ ー ル
･ リ ン ベ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン の 複 合 体 を抗 原 と し て 免 疫 し た マ ウ ス よ り 作 製 さ れ
た｡ い ず れ も I g G lで あ り ､ そ の 中 で 1 ク ロ ー ン (A 4･ 6 ･ 1) に 中和 活 性
があ っ た ｡ 中和 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 の A 4･ 6 ･ 1 は､ ヒ ト V E G F 1 21 , ヒ ト
v EG F l e 6お よ び ヒ ト V EG F 18 8と 結 合 で き ､ ヒ ト V E G F18 6に 対 し て 臥
還 元 条 件 で も 非 還 元 状 態 で も 結 合 で き る こ と を 報 %Lし て い る ｡ こ の こ と は ､
A 4･ 6 ･ 1 の エ ビ - プ は ､ S - S 結 合 の 酸 化 開 製 に よ っ て 変 化 を 受 け な い こ と
を示 し て い る o っ ま り ､ A 4 ･ 6 ･ 1 の エ ビ - プ 臥 M V I O lや M V 3 0 3
a) エ ビ ト プ と は 異 な っ て い る 領 域 で あ る と 考 え ら れ る . い ず れ の ク ロ ー ン も
中 和 活 性 が あ る こ と か ら ､ V E GF が 活 性 を 発 現 す る の に 重 要 な 領 域 は ､
A 4 ･ 6 ･ 1 の エ ピ ト ー プ と な っ て い る S - S 結合 の 還 元 に よ り 構造 変 化 を 受 け に
く い 部 分 と ､ M VI O l や M V 30 3の エ ビ - プと な っ て い る S - S 結 合 の 還
元 に よ り 構 造 変 化 を 受 け や す い 部 分 が あ る と 考 え ら れ た ｡ 両 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗
体 の エ ピ ト ー プ の 限 定 に つ い て は ､ 更 な る 研 究 を要 す ｡
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第 Ⅴ革 抗 ヒ ト Ⅴ 琵 G F 1 2 1中和 モ ノ ク
ロ - テ ル 抗体 に よ る 固形痛 の 増殖 抑希ほ
よ び転 移 阻 害
多く の 固形 癌 が V E G F を 分 泌 し ､ そ れ が T A Fと し て 働 い て い る こ
と が 示 唆 さ れ た こ と (第 Ⅱ 章 , 第 Ⅱ 章) と 抗 ヒ ト V EG F1 2 1ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗
体を 投 与 す る こ と で 固形 痛 の 増 殖 を 強く 阻 害 で き る こ と が 明 ら か と な っ た こ と
(第 Ⅱ 章) か ら ､ 抗 V E G F 中 和 抗 体 が 広 範 囲 の 固形 癌 に 有 効 な 抗 癌 剤 と な る
の で 披 な い か と 考 え ら れ た
｡ 抗 体 を 医 薬 品 と し て 開 発 す る に 臥 モ ノ ク ロ - チ
ル 抗 体 を 作 製 す る必 要 が あ る o 抗 ヒ ト V E GF 1 2 1モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 を 作 製 し
た結 果 ､ そ の 中 に 中 和 活 性 を 持 っ た ク ロ ー ン が 見 い だ さ れ た ( 第Ⅳ 章) ｡ そ こ
で ､ 抗 ヒ ト V E G F 1 21中 和 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 の 抗癌 活 性 に つ い て 検 討 し た｡
ま た ､ 癌 の 転 移 に 対 す る 効 果 に つ い て も 検 討 し た o
V - 1 嚢 験 プチ 法
1) Z n v l
･
t T Oヒ ト 痛 細 胞増殖活性漸 定
ヒ ト 癌 細 胞 (HT - 1 0 8 0お よ び P LC/P R F/5) は ､ 1 0 %F BS
含 有 Dl- M E Mに て 培 養 し て ､ 9 6穴 プ ラ ス チ ッ ク プ レ ー ト に 2 × 1 0 鳩 胸 /
w e 1 1ず つ ま い
-
た ｡ 2 4 時 間 前培 養 を 行 っ た後 ､ 各種 濃 度 に 希釈 し た M VI
o lま た は M V 3 0 3を 削 口し て 更 に 3 日 間培 養 し た o 培 養終 了 1 日前 に 1 0
p l の 9 H - チ ミ ヂ ン (1 ･ 85 M bq/m l ･ 9 25 GB q/m m o l , ア マ シ ャ ム 社)
を添 加 し て 増 殖 中 の 細 胞 を 標 識 し た ｡ 細 胞 は ､ ト リ プ シ ン ー E DT A を 用 い て 剥
が し た 後 ､ セ ル ハ ー ベ ス タ ー 〔ケ ン ブ リ ッ ジ テ ク ノ ロ ジ ー 社〕 に て ガ ラ ス 繊 維
フ ィ ル タ ー 上 に 馴又 し た o 細 胞 に 取 り 込 ま れ た 8= - チ ミ ヂ ン の 放 射 活 性 は ､ 液
体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー (ペ ッ ク マ シ社) 牢 て 計 測 し た o
2) z n v 1
'
v o 血 管 新 生 ア ッ セ イ
z n v l
'
v o の 血 管 新 生 試 験 臥 第 Ⅰ章 の ｢実 験 方 法+ に 記 し た 方
靴 準 じ て 行 っ た ｡ 1 × 1 0.
7個 の H T- 1 ､0･8 0細 胞 臥 P B S に て 希 釈 し て
メ ン ブ ラ ン チ ャ ン バ ー に 封 入 し マ ウ ス (B AL B / c) の 背部 皮 下 に 埋 め 込 ん
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だ (D a y O) ｡ = v 3 03 は､ D a y l から D a y 3 の 間 ､ 毎 日 1 0 0〟 g
を尾 静 脈 よ り 投 与 し た ｡ D a y 4 に メ ン ブ ラ ン チ ャ ン バ ー に 接 し た 部 分 の 皮 膚
を 切 り 取 り ､ そ こ に 形 成 さ れ た 新 生 血 管 を実 体 顕 微 鏡 に て 観 察 し た ｡ コ ン ト ロ
ー ル と し て は ､ M V 3 03 の 代 わ り に P B S を 投 与 し た マ ウ ス と P B S の み を
封 入 し た メ ン ブ ラ ン チ ャ ン バ ー を 埋 め 込 ん だ マ ウ ス を 設 定 し た ｡
2) 固形痛増殖 抑制試 験
ヒ ト 固形 癌 (H T - 1 0 8 0 およ び P LC/P RF/5) は ヌ ー ド マ ウ ス
(BA L B/ c n u/n u) の 皮 下 に て 移 桂 ･ 継 代 さ れ たも の を 使 用 し た ｡ 実 験
の 際 ､ 個 形 痛 臥 2 m m 角 に 切 り 出 し ト ロ ア カ ー ル を 用 い て 別 の ヌ ー ド マ ウ ス
腹側 部 皮 下 に 移植 し た ｡ M V I Ol あ る いを串M V 30 3 披P B S に て 希 釈 し て
ヌ ー ド･マ ウ ス あ た り 1 0 0〟 g 投 与 し た ｡ 投 与 ル ー ト 投 与 ス ケ ジ ュ ー ル は 図
中 に 示 し た ｡ 固形 癌 の 体 積 は ノ ギ ス に て 長 径 お よ び 短 径 を 測定 し ､ 以 下 の 式 に
て 算 出 し た ｡ コ ン ト ロ ー ル 群 に は マ ウ ス Ⅰ･g ま た は P B Sを投 与 し た ｡
[ 固 形癌 の 体 積 (m m 8〕 ] =
3) 実 験 転 移 試 験
[ 短 径(m m) ]2× [長 径 (m m) ]
2
10 %F BS 含 有 D - M E
-
M に て 培 養 さ れ た 対数 増 殖 期 の HT - 1 08 0
細胞 は ､ 0 ･ 5 m = E D TA 含 有 P BS に て 剥 が し ､ 同 培地 に て 洗 浄 し た ｡
胞 臥 P BS に て 1 × 1 0 7個 / m l に調 製 し て ､0 ･ 1 m l (1 × 1 0 8個)
ヌ ー ド マ ウ ス (B A LB/ c n u/n u) の 尾 静 脈 よ り 移 植 し た (D a y O) 8
細
杏
1
マ ウ ス あ た り 1 0 0〟 g の M V 30 3 をD a y l よ り-D a y 2 8ま で 週 5 日 静
脈内 に 投 与 し て 延 命 効 果 を 調 べ た ｡ 肺 転 移 巣 を観 察 す る た め に は ､ 移植 1 4日
後 に マ ウ ス を 屠 殺 し て 肺 を 取 り 出 し ､ 形 成 さ れ た 転 移 巣 の 数 を 解 剖 顕 微 鏡 下 に
て カ ウ ン ト し た ｡ ま た ､ 別 の 実 験 で は ､ D a y 2 5 に 肺 を 取 り 出 し て ､ そ の 重
量 を測 定 し て 転 移 巣 の 増 殖 の 程 度 を調 べ た ｡ コ ン ト ロ ー ル 群 の ヌ ー ド マ ウ ス に
披 P B S を 投 与 し た ｡
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Ⅴ - 2 轟善 果
Ⅴ 一 2 - ① 癌 細 胞 依存性血管新生 に 対 す る抗 ヒ ト V EG F1 2 1中和 モ ノ ク
ロ - ナ ル 抗 体(M V 3 03)の 彩響
癌細胞依存性 の 血 管新 生 を 調 べ る 方 法 と し て ､
･
第 Ⅰ 章 で 記 し た メ ン ブラ ン チ ャ ン バ ー 法 が あ る o こ の 系 に て 抗 ヒ ト V E G F1 2 1中 和 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗体 の 血 管 新 生 阻 害 活 性 を 検 討 し た o メ ン ブ ラ ン チ ャ ン バ ー を 移 植 し て 4 日 後 ､H T - 1 0 80 細 胞 を 封 入 し た メ ン ブ ラ ン チ ャ ン バ ー に 接 し た 部 位 〔皮 膚 の 裏 側)に 臥 血 管 新 生 が 誘 導 さ れ て い た ( 図2 2) ｡ こ れ - 細 胞 の 代 わ り に P B Sの み を 封 入 し た メ ン ブ ラ ン チ ャ ン バ ー の コ ン ト ロ ー ル と 比 較 す る と 顕 著 で あ るこ と が わ か る o こ の 血 管 新 生 を 誘 導 す る 因 子 が V E G F かを 調 べ る た め に ､ 抗ヒ ト V EG Fl 乏1中 和 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 で あ る M V 3,0 3の 投 与 の 影 響 を 調 べた ｡ M V 3 03 披メ ン ブ ラ ン チ ャ ン バ ー 移 植 翌 日 よ･り 1 00 JL g を 3 日間 ､毎 日 静 脈 内 へ 投 与 し た ｡ そ の 結 果 ､ H T - 1 0 80 に て 誘 導 さ れ る 血 管 新 生 臥M V 30 3の 投 与 に よ っ て 完 全 に 抑 制 さ れ た ｡ こ の こ と か ら ､ = T - 1 0 8 0より分 泌 さ れ た血 管 新 生 因子 が V E G F であ る こ と が わ か る . ま た ､ こ れ が M V
3 03 の 投 与 に よ っ て 完 全 に 抑 制 さ れ た こ と か ら ､ = T･- 1 0 8 0 がV E G F 以外 の T A Fを分 泌 し て い る可 能 性 - な い も のJと 考 え ら れ た o 一 方 ､ M V 3 0
孟芸芸芸;
1
8=
O
T
8
*
0
-
iETL
B&
&L
O
(
*
i2
K
4
?A
,警影響し な い こ と は ､ 1
･
a v l
･
i T O O #
v - 2 - ② 抗 ヒ ト V EG Fl 虫 1中和 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 投 与 に よ る
ヒ ト 固形 痛 増殖 抑制
抗 ヒ ト V EG F 1 2 1ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 抗癌 活 性 臥 第 Ⅱ 章 に て 記 した
｡ 同様 の 実験 を抗 ヒ ト V E GF 1 2 1中 和 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 に つ い て 検 討 し た .PLC/PR F/ 5 (ヒ ト肝 臓 癌) お よ び =T - 10 8 0(ヒ ト 線碓 肉 腫) を移 植し た ヌ ー ド マ ウ ス に 対 し て 中和 活 性 の あ る MV I O l> MV3 03 お よび 中和 活性 の な い M V4 1 5 を 連 続 し て 皮 下 に 投 与 し た ｡ そ の 結 果 ､ い ずれ の 系 に お いて も 抗 ヒ トVE G F1 2 1中和 モ ノ ク ロ ニ ナ ル 抗 体 で あ る M VI O lま た は M V 3o 3 を 投 与 し た 群 で
･臥
コ ン ト ロ ー ル 群 と 比 べ て 固 形 癌 の 増 殖 が 明 ら か に 強 く抑 制 さ れ て い た ( 図2 4)-o 図 Ⅴ - 2 の結 果 よ り ､ M V I O l およ び M V 308 は ､ P LC/ PR F/5細 胞 お よ び = T - 1 0 8 0細 胞 の 増 殖 軸 し て 直 接 彩筆し な い こ と か ら ､ こ こ で 観 察 さ れ た 固形 痔 の 増 殖 抑 制 活 性 は ､ 癌 細 胞 に 対 す
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図2 2 癌細胞依存性の血管新生に対するM V 3 0 3の阻幸効果
H T- 1 0 8 0細胞を封入 したメ ンブラ ンチ ャ ンバ ー を マ ウス (B A L B/ e) の背部皮下
に埋め込んだ (D a go) ｡ P B S( 写真左) ある いらま1 0 0LL g の MV 3 0 3(写真中央)
旺 , 3 日間連続して静脈内投与した｡ コ ン トロ ー ル メ ン ブラ ン チ ャ ンバ ー 紘, H T- 1 0 8 0
細胞の代わりに PBSを封入した ( 写真右)｡ D a. y 4に マ ウ スを屠殺して メ ン ブラ ン チ ャ
ンバ ー に接した皮膚の部分を実体顕微鐘で観察して 写真撮影した｡
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図2 3 培養ヒ ト癌細胞の増殖に対するM V I O lおよびM V 30 8の彩響
2× 1 08個の H T- 1 0 8 0細胞 (a) ある い はP LC/P R F/5細胞 (b) 臥 各種
鴻度の M V IO l( ○〕ある い はM V3 0 3( ●)と3日間培養した｡ 細胞の 増殖 臥 aH -
チミ ジン の取り込み に よ っ て判定した｡
- 64 -
る 直接 作 用 で は な く ､ V E G F の 活性 を抑 制 し た こ と に よ る 血 管新 生 阻 害 に よ
る 結 果 と 考 え ら れ る o こ の こ と は ､ 中 和 活 性 の な い 抗 ヒ トV EGF1 21モ ノ クロ -
ナ ル 抗体 で あ る M V4 1 5を 投 与 し た 群 で は ､ M V IO l や M V3 0 3を 投 与
し た簡 と 比 べ て 固形 癌 の 増殖 抑 制 活 性 が 弱 か っ た こ と か ら も わ か る ｡ ま た ､ 正
常 マ ウ ス I g の コ ン トロ ー ル と し て マ ウス プ ラズ マ サ イ ト マ 株 , M OPC - 31 C細
胞 の 分 泌 す る マ ウ ス = g G l を調 製 し て 同様 に 実験 し た結 果 ､ H T - 1 0 8 0固
形 癌 の 増 殖 に 対 し て 全 く 影 響 し な か っ た ( 図2 5) ｡ つ ま り ､ 以 上 の 実 験 で 観
察 さ れ た 抗 ヒ ト V E G F 1 9 1中和 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 に よ る 固 形 癌 の 増 殖 阻害 活
性 は ､ マ ウ ス I g の 大量 投 与 に よ る 非 特 異 的 な 活 性 で は なく ､ V EG F に対 す
る 中 和 活 性 と 相 関 し て い た ｡
L
抗 ヒ ト V E G F 1 2 1中 和 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 が ､ 固 形 癌 の 増 殖 を 強く 抑
制 す る こ と が 明 ら か と な っ た ｡ こ の 抗 癌 活 性 に つ い て ､ 更 に ､ 投 与 ル ー ト お よ
び投 与 ス ケ ジ ュ ー ル の 影 響 を 検 討 し た o 抗 ヒ ト V E G F 1 2 1 中和 モ ノ ク ロ - ナ ル
抗体 と し て M V 3 03 を､ ヒ ト 固 形癌 と し て = T- 1 0 80 を 用い て 実 験 し た ｡
そ の 結 果 ､ M V3 0 3の 連 続 投 与 臥 皮 下 の み な ら ず 静 脈 内投 与 に て も 強 い 抗
癌 活性 を 示 す こ と が 明 ら か と な っ た (図26) o 静 脈 内 投 与 系 で の 効 果 は ､ 実
際 の 臨床 の 場 に お け る 抗 ヒ ト V E G F 中 和 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 の 有 用 性 を 示 す
結果 と も 言 え る ｡
ま た ､ 本 実 験 に お い て 固 形 癌 の 切 片 は ､ ヌ ー ド マ ウ ス の 皮 下 に 移 植 さ
れ た後 ､ 増 殖 し だ す 前 に 移 植 部 位 に 生者 す る必 要 が あ る ば か り で な く ､ 移 植 直
後 は ､ 固 形 痛 の 大 き さ も 小 さ い 〔約 1 0 m m 8) こ と か ら ､ 移 植 翌 日 か ら の 抗 体
の 投 与 は ､ 効 果 が 出 や す い 条 件 で あ っ た と も 言 え る o し か し ､ 実 際 の 臨床 の 場
に お け る 癌 化 学 療 法 で 臥 既 に 生 者 し 増 殖 し つ つ あ る 固形 癌 に 対 し て 治 療 が 行
わ れ る わ け で あ り ､ そ の よ う な 固形 癌 を想 定 し た実 験 系 で の 効 果 も 調 べ る 必 要
があ る と 思 わ れ た o そ こ で ､ H ト 1 0 8 0の 固 形 癌 が ､ 既 に 生 者 し て 増 殖 し て
い る時 期 か ら M V 3 0 3の 投 与 を 開始 し て ､ そ の 後 の 増 殖 に 与 える 影 響 を 調 べ
た o H T - 1 08 0 は､ 移 植 8 日 目 に は ､ 既 に 約 4 0 0m m 3 に な っ て お り 正 着
の み な ら ず増 殖 し て い る こ と が わ か る ｡ こ の 時 点 よ り = V 3 0 3を 1 0 回 連続
し て 皮 下 投 与 し た と こ ろ ､ そ の 後 の 増 殖 が 完 全 に 抑 制 さ れ た ( 図2 6) ｡ こ の
よ う に ､ 既 に 増 殖･し つ つ あ る 固 形 痛 に 対 し て も ､ . そ の 増 殖 を 抑 制 ( 停止) す る
こ と が で き る と い う こ と も 臨床 に お け る 抗 ヒ ト V E G F1 21中 和 モ ノ ク ロ - ナ ル
抗体 の 有 効 性 を 示 唆 し て い る ｡
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図2 4 ヌ ー ド マ ウス に移植された ヒ ト固形痛の 増殖に対する抗 ヒトV E GF1 2 1
モ ノ ク ロ - ナル抗体の影響
3 m m角に切り出したHT - 1 0^8 0(a) あるい はP L C/P RF/5 (b) の 固形痛
臥 ヌ ー ド マ ウス (B A LB/ c n u/n u〕 の 皮下 に移植した (D a y O) o l OOJL g
のM V I O l( 令) , M V 3 0 3(A) ある い はM V 41 5(鮮) は ､ D a y1･y 4 , 7 -
1 1 および1 4に皮下投与した. コ ン トロ ー ル群 ( ○)臥 生理食塩水を同じ投与ス ケジ ュ
ー )どご投与した.
- 66 -
4000
”
-
3 000
∈
∈
〉
◎
∈ 2000
コ
A
⑳
”
ゝ
O
鷲 1 000
さ-
0
iiii i ii i
M苛-領080
s arlm e
ー
m o u sie[gG
紺V30 3
0 5 10 1 5 20
Days afterin o c ulatio n
図2 5 ヌ ー ドマ ウス に移植され たH T- 1 0 80の増殖に対する正常マ ウスI g および
M V 3 0 3の彩響
3m m角 に切り出したH T- 1 0 8 0の 固形癌 臥 ヌ ー ドマ ウス (B ALB/c n u/n u)
の皮下 に移植 した (D a y O〕 o 1 0 0〟 gの M V 3 0 3(ロ) あるい は正常マ ウス I g (
MOPC - 3 1 C) ( ◎) は ､ D a y l - 4 , 7 - 1 1および1 4に腹腔内投与した｡ コ ン
トロ ー ル群 (○)は ､ 生理食塩水を同じ投与ス ケジ ュ ー ル で 投与したo
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図28 ヌ ー ドマ ウス に移植されたH T- 1 0 8 0の増殖に対するMV 3 0 3の 阻害活性
3m m角 に切り出したH T- 1 0 8 0の 固形癌は､ ヌ ー ドマ ウス (B A L B/｡ n u/n u)
の皮下 に移植した (D a y O) ｡ 100〃 g の M V 3 0 3 は､ D a y l - 4 , 8 - ll , 14
および 1 5 に皮下 ( ◎)ある い は静脈内 (A) 投与した｡ コ ン トロ ー ル群 (○)臥 生理食塩
水を同じ投与ス ケジ ュ ー ル で投与した｡ また､ 別の群として 1 00〃 gの MV 3 0 3をD a y
8 - l l, 1 4 - 1 8 および2 1 に皮下投与した (蘭) ｡
ー 6 8 -
Ⅴ - 2 - ③ H T - 1'0 80 細 胞 を 用 い た実 験 転移 系 に 対 す る抗 ヒ ト
V E GF 1 2 1中 和 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗体(M V 3 0 3)の 影 響
V E G F が T A F の ひ と つ で あ り ､ 抗 ヒ ト V E GF 1 2 1中和 モ ノ ク 自 -
ナ ル 抗 体 に も 抗 癌 活 性 が あ る こ と は ､ 今 ま で の 実 験 に て 明ら か と な っ た ｡ そ れ
な ら ば 固 形 痛 の 転 移 巣 に お け る 増 殖 に も V E G F が 関 与 し,て い るな ら ば 同 じ 中
和抗 体 に よ り ､ そ の 増 殖 も 抑 制 で き る･と 考 え ら れ る ｡ そ こ で H T - 1 0 8 0細
胞 を 用 い た 実 験転 移 系 に 対 す る M V 30 3の 効 果 を 検 討 し た ｡
H T- 1 0 8 0 細 胞 は ､ 尾 静 脈 よ り移 植 す る と ､ 肺 に 転 移巣 を 形 成 す る .
ヌ ー ドマ ウス に 1× 10
6
個 の H T - 1 0 8 0細胞 を尾 静 脈 よ り 移 植 し た と こ ろ 移
植 2 6 日日 頃 か ら 死 亡 マ ウ ス が 出 て き て 3 2 日 目 ま で に 全 例死 亡 し た ( 図2 7) ｡
一 方 ､ そ の 直 前 ま で 1 0 0〟 g の M V 3 0 3を 1 7 回 連 続 し て 静 脈 内 に 投 与
(D a y l - 2 , 5 - 9 , 1 2- 1 6, 19 - 2 3) す る と 最 長 で 7 0 日 間 生 存 し て
い た ｡ 平 均 生 存 日 数 は ､ M V 3 0 3投 与 群 で 4 6 . 9 ± 1 2. 9 日 で あ り ､ コ ン
ト ロ ー ル 群 (2 8 ･ 2± 2 ｡ 1日) と 比 べ て 有 意 ( p < 0 . 0 0 1 : C . x -
M a n t e l 検 定) な 延 命 効 果 が 得 ら れ た ｡ M V3 0 3投 与群 で も 投 与 を や め
る と 死 亡 マ ウ ス が 出 て き た こ と は ､ 代 謝 に よ り M V3 0 3の 活 性 が 無 く な っ て
か ら 転 移 巣 が 増 殖 し 始 め て く る た め と 考 え ら れ た ｡ そ の 倣 説 が 正 し い な ら ば ､
血 中濃 度 の 維 持 を 考 え て M V 303 の 投 与 を 続 け れ ば ､ 更 に 延命 す る と 思 わ れ る ｡
H T- 1 0 80 細 胞 を 移 植 し て 2 5 日後 に 肺 を 取 り 出 し て 観 察 し た と こ
ろ コ ン ト ロ ー ル 群 で は H T - 1 0 8
.
0 の 転 移 巣 の 増 殖 に よ り個 体 に よ っ て は 胸 腔
大 に ま で 大 きく な っ て い た が M V 3 03 投 与 群 の 肺 披 ､ 正 常 マ ウ ス の 肺 と 同 じ
程 度 の 大 き さ で あ っ た ( 図2 8) ｡ 肺 重 量 を測 定 し た と こ ろ コ ン ト ロ ー ル 群 と
M V3 0 3 投 与 群 で は 有 意 (p < o . o 1 : t 検 定〕 な 差 が 確 認 さ れ た が M V
3 03 投 与 群 と 正 常 マ ウ メ の 間 で は 有 意 差 は な か っ た 〔図 2 9) o
転 移 抑 制 実 験 で 披 ､ 転 移 巣 の 大 き さ の み な ら ず , そ の 数 も 重 要 視 さ れ
る ｡ そ こ で D a y 1 4に 肺 を 取 り 出 し て 転 移 巣 の 数 を 計 数 し た ｡ そ の 結 果 ､
M V 30 3投 与 群 の 肺 転 移 巣 の 数 は ､ コ ン ト 甲
- ル 群 に 比 べ て 有 意
(p < 0 ･ 0 5 : 七 検 定) に 少 な い こ と が わ か っ た ( 表7) ｡
ま た M V 3 0 3の 連 続 投 与 に よ る 副作 用 を 調 べ る 目 的 で マ ウ ス の 体 重
の 変 化 を 測 定 し た と こ ろ D a y 1 4で の M V3 03 投 与群 の マ ウ ス の 平 均 体 重
と コ ン ト ロ ー ル 群 の マ ウ ス の 体 重 に 有 意 差 は なく ､ M V 3 0 3投与 に よ る 宿 主
へ の 毒 性 は 殆 ど な い と 考 え ら れ た ( 表7) 0
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図2 7 HT - 1 08 0静脈内移植ヌ ー ドマ ウス に対するM V 3 0 3の 延命効果
H T- 1 08 0細胞 (1 × 1 08個) 臥 ヌ ー ド マ ウス (B A IJ B/ c n u/n u) の静
脈内 へ 移植 した (D a y O〕 ｡ 生理食塩水 (○) あるい は1 0 0〟 gの M V 3 0 3( ㊨)は ､
D a y l - 2 , 5 - 9 , 12 - 1 6, 19 - 23に静脈内投与した｡ 統計解析は ､ C o x -
M a nt e l検定にて行 っ た｡
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図2 8 H T - 1 0 8 0静脈内移植ヌ ー ドマ ウス に対するM V 3 0 3の肺垢移其の
増殖 抑 制 効 果 ①
H ′r- 1 0 8 0細胞 (1 × 1 0¢個) は, ヌ ー ド マ ウ ス (B A L I〕/ c n u / n u) の 静脈
内 へ 移植した (D a y O) o 生理 食塩水 (上段) ある い は1 0 0JL g の M V 3 0 3( 中段)
は､ D a y l - 2 , 5 - 9 , 1 2- 1 6 , 19 - 2 3に静脈内投与したc D a y 25に マ ウ
ス を屠殺して 肺を観察したo 下段は , HT - 1 0 8 0細胞を移植して い ない正常ヌ ー ドマ ウス
の肺をコ ン ート ロ ー ル として 配置した｡
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図2 9 HT - 1 0 8 0静脈内移植ヌ ー ドマ ウス に対するM V 3 0 3の肺範移巣の
増 殖抑制効果②
図2 8 と同じ実験系にて 取り出した肺の 重量を現す定した｡
統計処理は ､ t - 検定に て行 っ た.
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義 7 H で- 1 0 8 0実験 転 移 系 に お け る M V 30 3の 影響
コ ン ト ロ ー ル 群 M V 30 3投 与群
肺 転 移 巣 の 数
( 価 /節) 1 5 2. 8 ± 6 0. 0 9 8 . 9 ± 3 3. 5 (a )
マ ウ ス の 体 重
(宮〕 2 5 ｡ 1 8 ± 1 . 3 0 2 5. 1 7 ± 1 . 3 6(b)
H T- 1 0 8 0細胞 (1× 1 0 鳩) 臥 ヌ ー ドマ ウス (B A L B/ c n u/n u) の静脈
内 へ 移植し た (D a y O) ｡ 生理食塩水あるい は10 0〟 gの M V3 0 3 は､ D a y l - 2 ,
5 - 9 , 1 2 - 16 , 1 9 - 23 に静脈内投与した｡ Pa y 1 4 にマ ウス を屠殺して肺の 転移
巣の 数を計測するととも に マ ウス の体重を測定した｡
(a): p < o . o5 , 七検定
(b):有意差なし , t検定
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Ⅴ 一 望き 考 察
ヒ ト V E G F 1 21 - G ST 融 合 蛋 白 質 で 免 疫 し た マ ウ ス よ り作 製 し た抗
ヒ ト V E G F 1 21 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 の 申 で 2 ク ロ ー ン (M V I O l お よ びM V
3 0 3) が V EG F の 活 性 を 中 和 し た o 抗 ヒ ト V EG F l乏 1中 和 モ ノ ク ロ - ナ ル
抗体 の 抗 癌 活 性 を調 べ る 前 に ､ 作 用 メ カ ニ ズ ム に 関 す る 換 討 を 行 っ た ｡ ヒ ト 線
維肉 腫 細 胞 凱 H T- 1 0 8 0依存 的 な
▲
血 管新 生 は ､ 抗 ヒ ト V EG F l 虫 1中 和 モ
ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 で あ る M V 3 0 3の 投 与 に て 完全 に 抑 制 さ れ た ( 図2 2) ｡
ま た , l
'
n v l
'
t I･ 0 の 実 験 に て H T - 1 080細 胞 の 培 養 上 清 披 ､ H U V E C
の 増殖 を 促 進 し ､ そ れ は ､ M V 30 3に て 完 全 に 阻 害 さ れ た (デ ー タ 省 略) ｡
こ の こ と態 ､ H T- 1 0 80 細 胞 の 分 泌 す る 血 管 新 生 因子 が Ⅴ 宜 G F の み か ､ 他
の 因子 が 含 ま れ て い て も 微 量 で あ る こ と を 意 味 し て い る ｡ 一 方 ､ M V I O lお
よ び M V 3 0 3に ､ 癌 細 胞 の 増 殖 に 対 し て 直 接 的 な 抑 制 活 性 は な く ､ こ れ ら モ
ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 の タ ー ゲ ッ トが 血 管 内皮 細 胞 に ある こ と が 示 さ れ た ( 図2 3) ｡
M V IO l お よ び M V 3 0 3は ､ ヌ ｢ ド マ ウ ス に 移 植 さ れ た ヒ ト 固形
癌 の 増 殖 を 強 く 抑制 し た 〔図 2 4) o 本 葉 放 で 臥 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 実 験
の 時 に 用 い た ヒ ト 肝 臓 癌 (P LC/ PR F/5) の み な ら ず ヒ ト 線 推 肉 腫
(H T- 1 0 8 0) に 対 し て も検 討 し た と こ ろ ､ 両 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 の 抗 癌 活
性 臥 い ず れ の 固形 癌 に 対 し て も 強 い も の で あ っ た o 著 者 等 の 調 べ た 限 り で 臥
全 て の 癌 細 胞 が V E G F を分 泌 し て い た こ と ( 表2) か ら ､ M V I O l お よ び
M V 3 03 臥 こ れ ら の 固形 痛 に 対 し て も 抗慮 活 性 を 示 す と考 え ら れ る ｡ 一 方 ､
中和 活 性 の な い 抗 ヒ ト V E G F l 乏 1モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 で あ る M V 4 1 5に も 弱
い な が ら 抗 癌活 性 が 観 察 さ れ た ( 図2 4) ○ マ ウ ス I g の 投 与 で は ､ 固形 痛 の
増殖 に 影 響 し な い こ と (図 2 5) か ら ､ M V 4 1 5.の 抗 癌 活 性 は ､ ヒ ト V E G
F に 対 す る 抗体で あ る こ と に 起 因 し て い る と 思 わ れ た ｡ 実 験 デ ー タ は 無 い が ､
考 え ら れ る メ カ ニ ズ ム と し て ､ 宿 主 の 免 疫 能 を 介 し た 抗 体 依存 性細 胞 障 害 活 性
(antibody -depe nde nt c el トm ediated cytoto xicity;AD C C) や補 体依 存 性 細 胞 障 害
活性 (co mple m e nt-depe nde nt cytotoxicity;C D C〕 の 関 与 が あ る o
M V 30 3を 投 与 す る こ と に よ る 固 形 癌 の 増 殖 抑 制 は ､ 皮 下 投 与 や腹
腔内投 与 の み な ら ず 静 脈 内投 与 で も 観 察 さ れ た 〔図 2 8) ｡ 静 脈 内 投 与 で の 有
効 性 は ､ 臨 床 に お け る 有用 性 を 示 す 結 果 と い え る ｡ 更 に ､ 実 際 の 癌 化 学療 法 を
想 定 し た 実 験 系 で の 郊 果 も 調 べ た ｡ H T- 1 0 8 0を移 植 し た 後 ､･痛 の 体 積 が 約
4 0 0m m 8に 増 殖 し た 状 態 か ら M V 3 0 3の 投 与 を 開始 し た . そ の 結 果 ､ M V
S o
一-
3 は､ そ の 後 の 固形 痛 の 増 殖 が 完全 に 抑 制 さ れ た ( 図2 6) ｡ こ の よ う に ､
既一に 増 藩
L
L, つ つ あ る 固 形痛 に 対 し て も ､ そ の 増殖 を 抑 樹 ( 停止) す るこ と が で
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きる と い う こ と も 臨 床 に お け る 抗 V E G F 中 和抗 体 の 有 用 性 を 示 し て い る ｡
抗 V E G F 中 和 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 に 抗 癌 活 性 が あ る こ と は ､ K in
等も 報 告 し て い る (96)o 彼 ら の 作 製 し た抗 ヒ ト V EG F 中和 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗
体 (A 4 ･ 6 ･ 1) は ､ ヒ ト V E G F 1 8 5を 免 疫源 と し て お り M V I O lと 同 じ
Ⅰ g G l サ ブ ク ラ ス で あ る (95) o K im 等 は ､ A 8 7 3( 横 紋 筋肉 腫) ,
S K - L M S- 1 ( 平 滑 筋肉腫) お よ び G 5 5( 多 形 性神 経謬 芽 腫) の 3 種 の ヒ
ト固形 癌 の 増 殖 に 対 す る A 4･ 6 ･ 1 の 統括 活 性 を 報 告 し て い る(96)｡ 実 験 系 お
よ び投 与 条 件 に 若 干 の 違 い は あ る が ､ 全 く 異 な る グ ル ー プ が ､ 異 な っ た 材 料 を
用 い て 同 様 の 結 果 を 導 き 出 し た こ と は , 抗 V E G F 中 和 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 の
抗癌 活 性 が 一 般 化 さ れ た事 象 と 言 え る o し か し ､ 何 れ の 場合 も 固形 癌 の 体 積 の
減 少 お よ
■
び 除 去 ま で ･ の 活 性 は 観 察 さ れ て い な い ｡ 彼 ら は ､ b F G F等 の
V E O F 以 外 の T A Fの 関 与 を 考 察 し て い た(96)｡
癌 に よ る 死 亡 の 多く 臥 ｢転 移+ に よ り 治 療 で き な く な る こ と に あ り ,
｢転 移+ し な け れ ば癌 も 恐 れ る 痛 で は な い と い わ れ て い る ば か りで な く ｢転 移
を 制 す る も の が 癌 を 制 す+ と ま で 言 わ れ て い る ｡ 癌 の 転 移 は 複 雑 な ス テ ッ プ を
経 て 成 立 す る と 考 え ら れ て い る o す な わ ち 転 移 は ､ ① 原 発 巣 内 の - 部 の 癌 細胞
の 悪性 化 ･ ② 運 動 能 の 獲 得 と 原 発 巣 か ら の 離 臥 ③ 蛋 白 質 分解 酵 素 を 分 泌 し つ
つ 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 内 を 浸 潤 , ④ 血 管 内 へ の 侵 入 , ⑤ 血 流 に 乗 っ て 標 的 臓 器
ま で 輸 送 ､ ⑥ 標 的 臓 器 の 毛 細 血 管 内皮 細 胞 へ の 接着 , ⑦ 再 度 ､ 蛋 白 質 分解 酵 素
を分泌 し つ つ 血 管 外 へ と 侵 出 , ⑧ 再 増 殖 の 開 始 , と う い う ス テ ッ プ を経 て 成 立
す る ｡ こ の 複 雑 な ス テ ッ プ の 中 で ④ 血 管 内 へ の 侵 入 ､ お よ び ⑧ の 標 的臓 器 で の
再増 殖 の 過 程 に お い て 血 管 新 生 が 必 要 と な っ て く る ○ 固 形 痛 に お け る 新 生 血 管
披 ､ 既 存 血 管 に 比 べ 基 底 膜 が 未 成 熟 な た め 癌 細胞 の 血 管 内移 行 が 容 易 で あ り ､
血 管 密度 の 高 い 固形 癌 で は , 転 移 の 額 度 も 高 い ｡ 血 魯新 生阻 害剤 は ､ こ の よ う
な こ と か ら も 固 形 痛 の 転 移 に も 有 効 と 考 え ら れ る ｡
H T - 1 0 80 を 使 用 し た 実 験 転 移 系 に て M V 3 0 3の 効果 を検 討 し た
と こ ろ ､ 肺 転 移 巣 の 増 殖 を 抑 制 し た ば か り で な く 転 移 巣 の 数 も 減 少 さ せ た
( 図2 9 お よ び表 7) o ま た ､ 転 移 に 伴 う ヌ ー ド マ ウ ス の 生存 率 も 延 長 さ せ る
こ と が で き た ( 図2 7) ｡ こ の 実 験 系 は ､ 先 に 記 し た 転 移 の 全 て の プ ロ セ ス を
再現 し て い る も の で な く ､ 癌 細 胞 が 血 流 申 に 入 っ た 以 降 の ス テ ッ プ ( ⑤以 降)
の み を 再現 し て い る o 転 移 の プ ロ セ ス の 中 で 原発 巣 か ら の 遊 離 お よび血 管 内 へ
の 浸潤 の ス テ ッ プ も含 め て 再 現 す る に は ､ 固 形痛 の 同所 移 植 系 な ど に て 検 討 す
る必 要 が あ る ｡ M V 3 03 は､ = T- 1 0 80細 胞 の 増 殖 に 対 し て 直 接 影 響 し な
い こ と ( 図2 3) お よ び 皮 下 に 移植 さ れ た 固形癌を 除 去 す る 活 性 が な い こ と か
ら､ 転 移 巣 の 数 を 減 少 さ せ た メ カ ニ ズ ム は ､ = V3 0 3の 血 管 新 生 阻害 作 用 に
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よ る も の と 披 考 え が た い ｡ こ の 現 象 も M V3 0 3に よ っ て 形成 さ れ た 免 疫 複 合
体を 介 し た 宿 主免 疫 活 性 に よ る も の と 考 え て い る ｡
抗 V E G F 中 和 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 に よ る 転 移 の 阻 害 に 関 し て 披 ､
W a r
-
r e n等 の 報 告 も あ る (97) ｡ 彼 ら は ､ 先 の K im 等 の 作 製 し た 抗 ヒ ト
V E G F1 8 6中 和 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 (A 4 . 6 . 1) を 用 い て H M 7( 結 腸 癌)
の 実 験 転 移 系で 検 討 し て い た ｡ 彼 ら は ､ H M 7細胞 を ヌ ー ド マ ウ ス の 牌 臓 に 移
埴 し ､ 肝 臓 へ の 転 移 を 観 察 し て い た ｡ こ の 系 は ､ 著 者 等 が ､ H T- 1 0 8 0細 胞
で 行 っ た 実 験 転 移 系 と は 異 な る が ､ 基 本 的 に は ､ 癌 細 胞 を 直 接 脈 管 系 へ 移 植 し
て い る 点 で 大 差 は な い と 考 え る ｡ 彼 ら の 実 験 結 果 も ､ 著 者 等 と 同様 の 結 果 で あ
り ､ H M7細 胞 の 肝 転 移 巣 の 増 殖 を 中 和 抗 体 の 投 与 で ､ は ぼ完 全 に 抑制 し た ば
か り で な
'
く ､ 転 移 巣 の 数 も 約 1 割 に 減 少 さ せ た と い う も の で あ っ た o 生存 期 間
の 延 長 に 関 す る デ ー タ は な か っ た . 一 般 に ､ 転移 巣 数 の 減 少 の み で は ､ 明確 な
延 命 活 性 が 観 察 さ れ な い 場 合 が 多 い こ と か ら ､ M V 3 0 3の 投 与 に て 延 命 効 果
が み ら れ た 点 は ､ 注 目 す べ き 結 果 と考 える ｡ 固形 癌 の 転 移 に つ い て も ､ 抗 ヒ ト
V B GF 中 和 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 が 効 果 的 で 奉 っ た こ と が ､ 独 立 し た 2 グ ル ー
プ に て 確 認 さ れ た 点 も ､ こ の 抗 体 の 有 用 性 が 一 般 化 さ れ た も の と 考 え ら れ る o
特 に ､ 転 移 巣 の 増 殖 を 強 く 抑 制 で き る と い う こ と は ､ 固形 癌 の 外 科 手 術 後 の 再
発予 防 に 対 し て も 有 効 で あ る と 思 わ れ た ｡
- 76 -
給食 考察 と 展 望
1 9 7 0年 代 に F o l km a nに よ り ､ 固形 癌 の 増 殖 に お い て ｢血 管新
坐+ は 必 須 で あ り ､ ｢ 血管 新 生 を 抑 制 す る と 固 形癌 の 増 殖 を 抑 制 で き る の で は
な い か+ と い う仮 説 が 提 唱 さ れ た(5,6)｡ そ の 結 果 ､ 様 々 な ア プ ロ ー チ で 血 管 新
生抑制 の 研 究 が な さ れ ､ 多く の 血 管新 生 阻 害 剤 が 見 い だ さ れ て き た(ト3)｡ 要者
等 は ､ T A P(tu m o r a ngioge nic fa cto r)に 着 目 し て , そ の 中 和 抗 体 に よ る 血 管 新
生阻 害 ､ ひ い て は 抗 癌 効果 を考 え た ｡ 今 ま で ､ 幾 つ か の 血 管 新 生 因 子 が 報 告 さ
れ て い た が ､ T A Fと い え る 因 子 は な か っ た が ､ 著 者 等 は ､ V E G Fが ､ そ の
作 用 が 血 管 内 皮 細 胞 に 執 し て 特 異 的 で あ る 点 と ､ 分 泌 蛋 白 質 で あ る 点 か ら ､
T A Fで は な い か と 考 え て 研 究 を 開 始 し た ｡
そ の 研 究 の 結 果 ､ 以 下 の 点 を 明 ら か に し た ｡
①調べ た限り全て の癌細胞株がV EGFを分泌して い るこ と｡ - - - - 一 策 Ⅱ 章
②痛患者血清中にV E G F が存在する こと ｡ - - - - - - - - - - - = 第 Ⅰ 章
③V EGF過剰産生株で は ､ 固形痛の増殖速度が速くなるこ と｡ - - - - 第 Ⅱ 章
④抗V EGF中和抗体の投与で 固形痛 の増殖を抑制で きるこ と｡ - - - 一 業 Ⅱ , Ⅴ 章
⑤抗V E GF中和抗体 の投与で 固形癌 の転移を抑制で きるこ と｡ - - - 第 Ⅴ 章
こ れ ら の 結 果 は ､ V E G F が T A F であ る こ と を 証 明 す る 大 き な 要 因
と な っ た o ま た ､ 一 連 の 研 究 の 申 で , 第 Ⅰ 章 で 示 し た 結 果 は ､ 血 清 中 の
V E G F の検 出 が ｢癌 診 断+ に な り ､ 第 Ⅱ 章 お よ び 第 Ⅴ 章 で 示 し た結 果 は ､ 抗
V E G F 中 和 抗 体 が ｢抗 癌 剤+ と な る 可 能性 を 示 唆 す る も の で あ っ た ｡ 著 者 等
の グ ル ー プ ( 東 亜 合 成 株 式 会 社, つ く ば 研 究所 , M C V プ占 ジ ェ ク ト) で は ､
両 方 の 可 能 性 に つ い て 更 な る 研 究 を 深 め て お り ､ 前 者 に つ い て は ､ V E G F検
出 系 を 更 に 改 良 し 検 出感 度 を 上 げ る こ と で 健 常 人 血 清 中 の V E G F 濃 度 も 検 出
で き る よ う に な っ た(96)｡ こ の こ と で ､ 健 常者 と 癌 患 者 と の 血 中 V E O F濃 度
の 違 い が 更 に 明 ら か に な る と 思 わ れ る ｡
｢V E G F は ､ T A F であ る+ と い う 結 論 は ､ 著者 等 の 研 究 結 果 以 外
に も 数 多 く の V E.G F に関 す る 研 究 報 告 か ら ､ 捻 ぼ 間 違 い な い 事 実 で あ る と 考
える ｡ ま た ､ ｢抗 V E G F中 和 抗 体 に 披 ､ 抗 癌 活 性 お よ び抗 転 移 活 性 が あ る+
と い う 結 果 に つ い て も ､ 全く 別 の グ ル ー プ の 研 究(96,97)に よ っ て 同様 の 結 果 が
得 ら れ て い る こ と か ら 一 般 化 さ れ た事 実 と い え る o K i m 等 は ､ 抗 V E G F中
和 抗 体 の み で は ､ 固 形 癌 の 増 殖 を 完 全 に 披 抑 制 で き な か っ た 理 由 と し て 偲 の
で A F の関 与 を考 察 し て い た(96)｡ し か し ､ 実 験 に 用 い た 固形 痛 の 種 類 は 違 うー
¶
も の の ､ 著 者 等 の 実 験 結 果 は ､ H T- 1 0 8 0 に よ る 固形 癌 の 増 殖 を M V3 0 3
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を投 与 す る こ と で ､ ほ ぼ完 全 に 抑 制 で き ､ V EG F 以 外 の T A F の関与 披 薄 い
と 考 え た ( 図Ⅴ - 5) . 飽 の 血 管 新 生 因 子 の T AF と し て の 可 能 性 を 調 べ る ベ く ､
中 和抗 体 に よ る 固形 癌 の 増 殖 阻 害 活性 を 検討 し た結 果 に つ い て は ､ b FG F と
ア ン ギ オ ダ ニ ン に 関 し て ､ 以 下 の よ う な 報 告 が あ る ｡
b F GP は , 血 管 内 皮 細 胞 に 対 す る 増殖 促 進 活 性 が V E G F よ り 強 く ､
V E GF の研 究が 始 ま る 以 前 に 披 ､ T AF の有 力 候 補 の ひ と.
-3 で あ っ た . 2 つ
の グ ル ー プ よ り 抗 b F G F 中 和 ポ リ ク ロ ･ - ナ ル 抗 体 の 投 与 に よ り 固形 癌 の 増 殖
を抑 制 で き た と い う 報 告 く9 9, 10 0)が あ る 一 方 で ､ 別 の グ ル ー プ か ら 娃 ､ 抗
也 F G F 中 和 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を投 与 し て も 固形 癌 の 増殖 を 抑 制 し な か っ た
と の 報 告 も あ る(101)｡ 抗 b F GF 中 和 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 の 抗 癌活 性 に 関 し て
は ､ 3 H 3 とい う ク ロ ー ン の 報 告 が あ る o 堀 等 は ､ シ グ ナ ル ペ プ チ ドを 付 加 し
て 分 泌 型 に し た b FG F に よ っ て 形 質 転 換 さ れ た マ 占 ス 線 維 芽 細 胞 株
(B A L B/ c 3 T3) に よ る 固形 腫 療 の 増 殖 に 対 し て 3 H 3 が 血管 新 生 を 抑
制 す る と と も に 抗 腫 蕩 活性 を 示 し た と 報 告 し て い る(102)｡ こ の 実 験 系 で は ､ 極
め て 特 殊 な 細 胞 株 を 用 い て い る う え ､ そ の 細 胞 が 癌 細 胞 で な い こ と か ら
ち F G F が T A F であ る と は 結 論 で き な い と 思 わ れ る ｡ 高 橋 等 は , 4 種 類 の ヒ
ト 癌 細 胞 株 に よ っ て 形 成 さ れ る 固 形 癌 の 申 で 3種 類 に つ い て 3 H 3 の 投 与 で 抗
癌 活 性 を 示 し た と 報 告 し て い る(103)｡ し か し ､ 抗 癌 活性 を 示 し た 癌 細 胞 株 の
1
'
n v l
'
i z･ 0 の 増 殖 に 対 し て 3 H 3 は､ 抑 制 的 に 作 用 し て 潜 り ､ こ れ ら の
癌 細 胞 株 で は ､ b F G F が オ ー ト タ リ ン 増 殖 因 子 と し て 働 い て い る と 考 え て い
た ｡ ま た ､ 松 崎等 は ､ 独 自 に 抗 b FG F 中 和 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 を 作 製 し ､ そ
の 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を ヌ ー ド マ ウ ス の 皮下 に 移植 し て 固 形 痛
が 形 成 さ れ る か を 観 察 し て い た(10 4)｡ そ の 結 果 ､ 1 00 %の 率 で 固 形 痛 が 形 成
さ れ ､ そ の 切 片 を 組 織 学 的 に 調 べ た と こ ろ ヒ ス チ オ サ イ ト - マ 様 の 組織 で ､ 特
に 毛 細 血 管 が 豊 富 で あ っ た と し て い る ｡ こ れ ら の 結 果 か ら b FG F が T A F と
し て 働 い て い る 可 能 性 は 低 い と 思 わ れ る ｡
ア ン ギオ ダ ニ ン に 関 し て は ､ 0 1 s e n等 に よ る 抗 ア ンギオ ダ ニ ン 中和 モ
ノ ク ロ - ナ ル 抗体 (2 6- 2 F) の 抗 癌 活性 の 報 告 が あ る(105-106)o ヒ ト癌細 胞
と 2 (卜 2 F を 混 ぜ て ヌ ー ド マ ウ ス に 移 植 し ､ そ の 上 ､ 更 に 2 6 - 2 F を投 与 し
た と こ ろ ､ 固 形癌 の 生 者 お よ び 増 殖 が 抑 制 さ れ 延命 効 果 が 観 察 さ れ て い た ｡ ア
ン ギ オ ダ ニ ン は ､ 勝 臓 リボヌ ク レ ア - ゼ と 3 5 %の 相 同･性 を 示 し そ の 活 性 中心 を
保持 し て い る た め ､ 血 管新 生 活 性 以 外 に R N A分 解 活 性 を持 っ た 因子で あ る ｡
ア ン ギオダ ニ ン は ､ 血 管 内 皮 細胞 表面 の α ア ク チ ン 様 蛋 白質 に 結 合 し て 核 に 移行
する性 質 が あ り ､ 他 の 増 殖 因 子 の シ グ ナ ル 伝 達 と は ､ か なり 異 な っ て い る ｡ 現
時点 で は.ア ン ギオ ダ ニ ン の 血 管新 生 活 性 の メ カ ニ ズ ム に つ い て は 不 明 の 点 が 多 い o
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ま た ､ ア ン ギ オ ダ ニ ン を 研 究 し て い る グ ル ー プ が 少 な い う え ､ 中 和 抗 体 の 抗 癌
活性 に つ い て は ､ 01 s e nグ ル ー プ か ら の 報告 し か な い ｡ ア ン ギ オ ダ ニ ン が
T A Fか ど う か に つ い て の 結 論 は ､ 更 に 多く の 研 究 を 要 す と 思 わ れ る 0
以 上 の 報 告 か ら も ､ 現 時 点 で T A F と い え る 血 管 新 生 因 子 は ､
V E GF 以 外 に な い と 思 わ れ る o K im 等 の 指 摘 し た 現 象 に つ い て は ､ 他 の
T A Fの 関 与 よ り モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 の 固 形 癌 の 細 部 へ の デリ バ リ ー に 限 界 が
あ る の で は な い か と 考 え る o 固形 癌 は ､
▲
表 面 に は 新 生血 管 が 豊 富 で あ る が ､ 内
部 は 血 管 に 乏 し く 低 酸 素 状 態 で あ り 壊 死 し て い る . 一 方 ､ V EG F は ､ そ の よ
う な 壊 死 し た 部 分 で 高 発 現 で あ る と と も に 低 酸 素 状 態 で 発 現 が 誘 導 さ れ る こ と
が 知 ら れ て い る(73, 107)o つ ま り ､ 固形 癌 の 内 部 で V E G F の発 現 が 高 い 部 分
は ､ 血 管 が 乏 しく 壊 死 し て い る 部 分 で あ り ､ こ の よ う な 部分 に 吐 血 流 を 介 し た
抗体 の デ リ バ リ ー 臥 困発 で あ る と 考 え ら れ る . こ の 点 臥 抗 V E G F 中 和 抗
体 の み で 固形 癌 の 治 療 を 行 う 際 の 限 界 と な る ｡
一 般 的 に 臨床 に お け る 癌 化 学療 法 で は ､ 作 用 メ カ ニ ズ ム の 異 な る 複 数
の 抗 癌 剤 に よ る 併 用 療 法 が行 わ れ る ｡ ｢血 管新 生阻 害 剤+ は ､ そ の 特 性 か ら 考
え て 単 独 で は ､ 固 形 癌 の 増殖 を 抑 制 す る こ と は 可 能 で あ る が , そ の サ イ ズ の 縮
小 は 期 待 で き な い と 思 わ れ る o こ の こ と か ら ､ 従 来 の 抗 癌剤 に 対 し て 対 し て 作
成 さ れ た ガ イ ド ラ イ ン に あ る ｢固形 癌 の サ イ ズ の 縮 小+ で評価 す る と ､ ｢ 血管
新 生 阻 害 剤+ が 抗癌 剤 と し て 認 可 さ れ な く な っ て く る o そ こ で ､ 抗 癌 剤 と し て
の 開 発 に は ､ 他 の 療 法 と の 組 み 合 わ せ が 必 要 と な る と 考 え ら れ る ｡ 動 物 実 験 の
段 階 で あ る が 血 管 新 生 阻害 剤 と 他 の 抗 癌 剤 と の 併 用 に よ り相 乗 的 な 効 果 が 得 ら
れ て い る 例 も あ る(108,109)｡ そ こ で 抗 V EG F 中和 抗 体 と 既存 抗 癌 剤 と の 併 用
療法 は ､ そ れ ぞ れ の 抗 癌 活性 を 上 昇 さ せ ､ 固形 癌 の 縮 小 効 果 が 期 待 で き る と 思
わ れ る ｡
著 者 等 は ､ V EG F の 活 性 を 阻 害 す る 手 段 と し て 抗 ヒ ト V E G F 12 1中
和 抗 体 を 用 い て 実験 し て き た ○ 近 年 ､ 抗 体 以 外 の 材 料 で V E G F の活 性 を 特 異
的 に 阻 害 し た と い う 報 告 が あ る o M i l la u e r等 は ､ マ ウ ス V E G Fレ セ プ
タ ー で あ る F l k- 1 の細 胞 内部 の チ ロ シ ン キ ナ - ゼ 領 域 を 欠 き 情 報 伝 達 能 を 失
つ た 変 異 レ セ プ タ ー 遺 伝 子 (ドl k- 1 T M〕 を レ ト ロ ウ イ ル ス に 組 み 込 ん で 遺
伝子 治 療 実 験 を 行 っ て い た(110)｡ ･ヌ ー ド マ ウ ス に 移 植 し た ラ ッ ト 脳 腫 蕩 株 C 6
の 増 殖 を F l k - 1 T Mを 組 み 込 ん だ レ ト ロ ウ イ ル ス を 投 与 す る こ と で 抑 制 し て
い た ｡ こ の 結 果 も V E G F が T A Fで あ り ､ V EG F - ド l k - 1 の 相 互 作 用 が
固形 痛 に お け る 血 管 新 生 に 重 要 で あ る こ と の 証 拠 で あ る ｡ 一 方 ､ チ ロ シ ン キ ナ
- ゼ の 基 質 と な る テ ロ シ ン 残 基 の ア ナ ロ グ と な る チ ル フ ォ ス チ ン と 呼 ば れ る 一
連の チ ロ シ ン キ ナ - ゼ 阻 害剤 が あ る ○ こ れ ら は ､ 側 鎖 や 骨 格 の 構 造 の 違 い で 阻
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害す る チ ロ シ ン キ ナ - ゼ に 対 す る 特 異 性 が 異 な っ て く る と い う 性質 が あ る(11 1)0
先 の M i l la u e r と 同 じ グ ル ー プ の S h a w v e rに よ る と F l k- 1 テ ロ シ
ン キ ナ - ゼ を特 異 的 に 阻 害 す る チ ル フ ォ ス チ ン の 合 成 し て い た(11 2)｡ 動 物実 験
の デ ⊥ タ は な い が ､ V EG F の 活 性 を 特 異 的 に 阻 害 す る 低 分 子 物 質 の ひ と つ で
あ る ｡ J e l l in ek等 に よ る と V EG F に対 し て 特 異 的 に 結 合 す る R N Aオ
リ ゴ マ - を ラ ン ダ ム オ リ ゴ R N A ライ ブ ラ リ ー よ り選 出 し ､
.結 合
に 必 要 な 最 小
単位 ま で 限 定 し て い た(113)0 H U VE ･C に 対 す る レ セ プ タ ー ア ッ セ イ に て V E
G F の 結 合 を 阻害 し た と い う デ ー タ の み で あ り ､ V EG F の 生 物 学 的 活 性 に 対
す る 阻害 効 果 は 不 明 で あ る が ､ 生 体 に お け る 安 定性 (ヌ ク レ ア - ゼ 耐 性〕 を 考
慮 し て 塩 基 の 修飾 も 行 っ て い る こ と か ら 医薬 品 と し て の 展 開 が 予想 さ れ る(114)0
同 じ オ リ ゴ 核 酸 で も V E G F の配 列 に 相 補 な ア ン チ セ ン ス 核 酸 に て V E G F の
発現 を抑 制 し た と い う 報 告 も 2 グ ル ー プ よ り あ る ｡ S a l e
‾
b等 娃 ､ ラ ッ ト の
脳腫 蕩 抹 (C 6) に ア ン チ セ ン ス V E G F- c D N Aを 発 現 さ せ る と ヌ ー ド マ ウ ス
で の 固 形 癌 の 増 殖 が 著 しく 抑 制 さ れ た と 報 告 し ､ こ の ア ン チ セ ン ス 核 酸 に よ る
遺伝 子 治 療 の ▲可 能 性 を 示 唆 し て い た(115)｡ 抗癌 活性 で 披 な い が R o b in s o n
等 に よ る と ､ 新 生 児 マ ウ ス を 用 い た 網 膜 症 モ ≠ ル に て ､ マ ウ ス V E G F の開 始
コ ド ン 付 近 の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ D NA を 眼 球 内投 与 す る こ と で 治 療 で き た と
報告 し て い る(116)｡ Al e l lo 等 も ､ 同様 の 網 膜 症 モ デ ル で の 治 療 効 果 を
V E GF レ セ プタ ー (F l ト1 および F l k- 1) の 細 胞 外 領 域 を
■
ヒ ト I g の F c 領
域 に 結 合 し た 融 合 蛋 白質 の 眼 球 内 投 与 の 系 で 報 告 し て い る(117)o K e nd a l l
等 は ､ V E GF レ セ プタ ー (F l ト 1) の 細 胞 外 領域 の み で も VE GF の HU VEC
に 対 す る 増 殖 促 進 活 性 を 阻 害 す る と 報 告 し て い る(118)｡ 以 上 の よ う に ､ 中 和
抗体 以 外 の ア プ ロ ー チ で V E G F の 活 性 を 特 異 的 に 阻 害 す る も 数 多 く あ る こ と
が わ か る ｡ し か し ､ 医薬 品 と し て の 開 発 を 考 慮 す る と ､ こ れ ら 全 て が 候 補 と な
り う る か に つ い て は 不 明 で あ る ｡
固 形 癌 の 増 殖 を 阻 害 す る 活 性 を 持 つ 抗 体 の 報 告 は多 い ｡ そ れ ら は ､ 作
用 メ カ ニ ズ ム に よ っ て 二 群 に 大 別 さ れ る o 第 - は ､ 著 者 等 の ア プ ロ ー チ の よ う
に ､ 固 形 癌 の 増 殖 に 関係 し て い る 特 定 の 増 殖 因 子 の 活 性 を 阻害 す る こ と を 主 作
用 と し た 抗 体 で あ る ｡ 第 二 は ､ 固 形 癌 の 表 面 に 発 現 さ れ て い る 特 定 の 因子 ( 癌
抗原) を 認 識 し ､ 宿 主 の 免疫 能 を 介 し た 抗 癌 活 性 を 示 す 抗 体 で あ る o 何 れ の 場
合 に も 抗 原 の 固 形 癌 に 対 す る 特 異 性 が 問 題 の ひ と つ と な る ｡ V E G F に関 し て
ほ ､ 第 Ⅰ 章 に て Iも 考 察 し た よ う に 固 形 癌 で の 発 現 は ､ 他 の 部 位 で の 発` 現 に 比 べ
て 高く 簡 異 性 が 高 い と考 え ら れ る ｡ 健 常 人 で は ､ 一 般.に 女性 の 性 周 期 や 妊 娠 以
外 に 恒 常 性 の 推 持 の た め に 血 管新 生 を 要 す る 変イヒは 少 な い と 考 え ら れ て い る ｡
こ の よ う な 状 態 に お け る V E GF の 関 与 が 示 唆さ れ て い る(54-56)も の の ､ 健 常
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人 に お け る V E GF の ､ 他 の 役 割 に つ い て は 明 ら か に な っ て い な い ｡ 従 っ て ､
中 和抗 体 を投 与 す る こ と で 起 こ る と 想 定 さ れ る 副 作 用 に つ い て は ､ 慎 重 に 検 討
す る 必 要 が あ る ｡ 一 方 ､ 抗 体 医薬 品 に よ る 治 療 と は ､ 分子 量 1 5 万k D の 蛋 白
質 (I g) を 生体 に 投 与 す る こ と で あ り ､ マ ウ ス I g か ら な る 抗 体 医薬 品 を を
繰 り返 し て 投 与 す る と 抗 体 医 薬 品 自 身 が 異 物 と認 識 さ れ て ､ そ れ に 対 す る 抗 体
(hum a n a nt 卜m o u se a ntibody;H AM A〕 が で き る こ と が 知 ら れ て い る . H A M A は､
抗体 医 薬 品 と 免疫 複 合 体 を 形 成 し て ､ そ の 活 性 を中 和 す る と と も に ク リ ア ラ ン
ス を 早 め て し ま う ば か り で な く ､ ア ナ フ ィ ラ キ シ ー 等 の 高 感 受 性 に 伴 う リ ス ク
も生 じ て く る ｡ こ の 問 題 点 を 解 消 す る た め に は ､ 遺 伝 子 工 学 的 に ､ マ ウ ス モ ノ
ク ロ - ナ ル 抗 体 の 可 変 部 を ヒ ト I g の 定 常 却 と 結 合 し て マ ウ ス ー ヒ ト キ メ ラ I g
を作 製 する手段 が 採 ら れ る (キ メ ラ 化) (119-127)o ま た ､ 可 変 部 中 で も 抗 原 結
合 に 関 係 す る 最 小 領 域 (co mplem e nta rily-deter mining r egio n; C DR) の み を 浅 し
て ､ 他 を ヒ ト I g に 置 換 す る 手 法 (ヒ ト化 ; C D R- ど ∫ a f t) ま で も 駆 使 し
て ヒ ト I g に 近 づ け た 例 も あ る ( 図1 5) (1 28- 130)｡ 著 者 等 の 作 製 し た ヒ ト
V E G F 1 2 1中 和 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 も ｢抗 癌 剤+ と し て 開 発 す る た め に は ､ こ
の よ う な キ メ ラ 化 あ る い は ヒ ト 化 な ど の 改 変 を 行 う 必 要 が あ る ｡
著 者 等 の 作喪 し た 抗 ヒ ト V E G F1 21中 和 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗体 の よ う な
血 管新 生 阻 害 剤 が 癌 転 移 に 有 効 で あ る こ と は ､ 第 Ⅴ 章 に て_も 考 察 し た よ う に 十
分考 え う る こ と で あ り ､ 実 験 結 果 も そ れ を 証 明 し て い る o し か し ､ ｢抗 転 移 剤+
の 開発 に 関 し て は ､ 評 価 法 が 問題 と な っ て く る ｡ 臨 床 に お い て も ｢抗 転 移 剤+
評価 の ガ イ ドラ イ ン は ､ 現 在 作 成 中 で あ る し ､ 評 価 期 間 が か な り 長 く な る こ と
が 予想 さ れ る o 従 っ て ､ 抗 ヒ ト V E G F 1 9 1中和 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 の 医 薬 品 と
し て の 開発 す る に は ､ ま ず ｢抗 癌 剤+ と して 開 発 す べ き と考 え る ｡
著 者 等 の 研 究 に よ り V EG F が T A F であ る こ と が 明 ら か に な り ､ 固
形痛 治 療 の 新 た な タ - ゲ ッ ト と な る こ と が 示 さ れ た o ま た ､ 著 者 等 の 作 製 し た
抗 ヒ ト V EG F l 会1 中和 モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 が ､ 新 た な ｢抗 癌 剤+ お よ び ｢抗 転
移剤+ と な る 可能 性が 示 唆 さ れ た o T A Fを タ - ゲ ッ ト と し た 新規 な 抗 癌 剤 で ､
人 類 の 課 題 の ひ と つ と し て 残 さ れ た ｢癌 の 克月昆+ が で き る こ と を期 待 し ､ 著 者
等 の 研 究 が ､ そ の 一 部 に で も 貢 献 で き れ ば 幸 い で あ る ｡
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掲載雑誌
第1 章 - 第 3 章 の 内 容 は ､ 次 の 姥 誌 に 掲 載 さ れ た ｡
B lo che m･ Bl
'
ophys･ Ee s. Co m m u D. , iB i, 1234-1 241. (1993)
Ro ndo.S ‥ As a n o. ”. , a nd Su z uk
-
i,H ‥
''
Signi fic a n c e of v a s cula r e ndot helial gr o wth fa cto r/v asc ula r
Pe r m e ab ili ty fa ctor fo r s ol id tu mo r gr o wth, a nd i ts inhibit io rl
by the a nt ibody.
''
BJ
'
o cbe m. Bl
'
ophFS. Acta, 12 1, 2 1 ト214, (1993)
Ro ndo,S･ ･ Asa n o,H = Matsu o,a. ,Oh血O ri,Ⅰ ‥ a nd Su z uk i,H. ,
” Vas c ula r e ndot helial gr o wt h facto r/v a s c ula r pe r m e abil i ty
facto r is detectable in the se r a of ･ tu m o r- be a ring mic e a nd
c a n c e rpatie nts .
第 4 章 - 第 5 章 の 内 容 は ､ 次 の 稚誌 に 掲 載 さ れ た ｡
Hybr J
'
do m a, i旦, 475-4 79, (1995)
As a n o･ 比 ･Yukita･A= ぬts u n oto,T･ ,Mats u o,K‥ Ro ndo,S. , a ndSu z uki,H. ,
''
Is olat io n a nd cha r a cte[iz atio n of n e utr alizing no n o clo n al
a nti bod ie s to hu m a n v a s c ula r e ndot helial gr owth fa cto r/
v a s c ula r per m e abi li ty fa cto r1 2 1(VEGF/V PFl 皇 1)
''
Ca D C e r･ Ee s. , 圭迫, 5 296- 5301, (1995)
As a n o･H･ ･Yukita,A･ , Hats um oto, T. ,Ro ndo,S. , a nd Su z uki,H ‥
''
Inh i bi tio n of tu m o rgr o wtha nd m eta sta sis by a n
in･n u n o n e utr alizing m o n o clo n alla ntibody to hu m an v a s c ula r
e ndothel ial gr owt h fa cto r/v a s c ular pe r m e abi lity fa cto rl 急1
''
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薬学 博 士 滞井 哲 夫
薬 学 博 士 畝 本 カ
副 査 千 葉 大 学教 授 ( 薬 学 部) 薬学博士 今 成 登 志 男
副 査 ･千 葉 大学 教 授 ( 薬 学部) 薬 学博 士 斉藤 和 季
